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Verfahren und Vorrichtunq zur Bewertunq 
der Fitness von Biopolvmeren 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren 
zur Identif izierung von einem oder wenigen Molekiilen, 
insbesondere in einer Verdunnung von s 1 /zm unter Ver- 
wendung der laserangeregten Fluoreszenzkorrelations- 
5 spektroskopie, die Verwendung des Verfahrens fur be- 

stimmte Anwendungen, sowie eine Vorrichtung zur Durch- 
fiihrung des erf indungsgemaSen Verfahrens. 

Die Analytik von biologisch aktiven Molekiilen wurde in 
10 den letzten Jahren bezuglich Spezifitat und Sensitivi- 

tat standig verbessert und durch grundsatzlich neue 
Techniken erganzt . In diesem Zusammenhang sei auf 
Klonierungsmethoden oder die Methoden der enzymat ischen 
Amplif ikation genetischen Materials verwiesen, um ein- 
15 zelne Zellen oder Molekiile zahlenmafiig so zu verstar- 

ken, daS sie einer konventionellen Analyse zuganglich 
werden. Es ware aber in vielen Fallen vorteilhaf ter , 
wenn Analysenverf ahren hinreichend empfindlich waren, 
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um einzelne Molekule oder Ensembles mit wenigen Moleku- 
len direkt qualitativ und quantitativ zu erfassen. 

) 

Die Elektronenmikroskopie ist beispielsweise ein Ver- 
5 fahren, mit dem einzelne Molekule erfaSt werden konnen. 

So wird versucht, mit der Tunnelelektronenmikroskopie 
einzelne DNA-Molekule zu sequenzieren . Dies ist jedoch 
sehr aufwendig. 



10 Uber die reine Analytik einzelner Molekule hinaus sind 

fur viele Bereiche Aussagen uber Zustandsparameter der •****• 
Molekule wichtig wie deren Konformation und Wechselwir- •••• 
kung mit anderen Molekule oder molekularen Strukturen. 

• • « • 

15 Moderne Methoden der evolutiven Biotechnologie befassen ;*•• 

sich mit hochkomplexen Kollektiven von Molekiilen. Es 
gilt dabei, Molekule mit spezifischen Wechselwirkungs- 
eigenschaf ten gegenuber Zielstrukturen zu identifizie- 
ren, das heiSt, eine bestimmte Fitness bezuglich einer 

20 erwiinschten Funktion zu messen. Eine solche Fitness 

laSt sich auf thermodynamische Parameter wie Bindungs- 
konstanten bzw. Geschwindigkeitskonstanten zuruckf iih- 
ren . 

25 Zur Losung bestimmter Problemstellungen ist es manchmal 

weniger entscheidend, die Sensitivitat einer Bestim- 
mungsmethode zu steigern, wenn zum Beispiel das zu ana- 
lysierende Molekule nur in kleinen Konzentrat ionen vor- 
liegt. Vielmehr muS eine sehr groSe Probenzahl bewal- 

30 tigt werden, die mehr oder weniger zeitgleich analy- 

siert werden miissen. Wenn innerhalb eines Zeitraumes 
von Stunden z.B. 10 6 Analysen durchzuf iihren sind, ist 
es of f ensichtlich, dafi nur ein Analyseverf ahren in 
Frage kommen kann, dessen Proben in einem Zeit intervall 

3 5 von ca. 1 ms bis maximal 1 s vermessen und ausgewertet 
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werden konnen. Die der Erfindung zugrunde liegende Auf- 
gabe besteht unter anderem darin, ein Verfahren anzu- 
geben, das es erlaubt, uber die reine Detektion ein- 
zelner Molekiile hinaus, Inf ormat ionen uber ihre spezi- 
5 fischen Wechselwirkung mit anderen Molekiilen oder mole- 

kularen Strukturen zu erhalten. Dariiberhinaus soil eine 
sehr groSe Probenzahl quasi gleichzeitig analysiert 
werden konnen. 
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10 Das erf indungsgemafie Verfahren beruht auf einer 

Lumineszenzdetektion und nutzt eine Methode, die als • „ 
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) an sich 
bekannt ist. Chromophore Molekulstrukturen mit Fluores- 
zenzeigenschaf ten lassen sich nutzen, um Aussagen uber • 

15 die molekulare Umgebung eines chromophoren Liganden zu 

erhalten. Es lassen sich Rotationsdif fusion und Trans- 
lationsdif fusion eines Luminophors messen, sowie ver- 
schiedene Wege der Energieubertragung auf wechselwir- 
kende Molekiile, chemische Kinetik und die Lebensdauer 

2 0 angeregter Zustande. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren bietet auf der Basis an 
sich bekannter physikalisch chemischer Phanomene neue 
Problemlosungen, um an einzelnen oder wenigen Molekiilen 

2 5 unter Ausnutzung spektroskopischer MeSparameter Aus- 

sagen uber die Natur der Molekiile zu erhalten, sowie 
Aussagen iiber ihre Fitness beziiglich einer bestimmten 
Wechselwirkungsfunktion oder iiber den Besetzungsgrad 
verschiedener molekular definierter Zustande eines 

3 0 Luminophors. 

Das Verfahren der Korrelationsf luoreszenz-Spektros- 
kopie, wie es von den Gruppen um D. Magde (Elson, E.L. 
Sc Magde, D. (1974) Fluorescence correlation spectros- 
35 copy; Conceptional basis and theory; Biopolymers 13, 1- 
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27) und R. Rigler (Ehrenberg, M & Rigler, R. (1974) 
Rotational Brownian motion and fluorescence intensity 
fluctuations. Chem . Phys . 4 , 390 - 401) seit fast zwan- 
zig Jahren verfolgt wurde , konnte technisch bislang 
5 nicht ohne weiteres in ein praktikables Analyseverfah- 

ren umgesetzt werden. Es war nicht moglich, den oben 
genannten Anf orderungen bzgl . MeJSzeiten und der Proble- 
matik der Lichrt - induzierten Ausbleichung (Photo- 
bleaching) der Farbstoffe gerecht zu werden. Rigler et 

10 al . konnten Rotationszeiten von Molekiilen bestimmen. • • • 

• • • • 

Magde et al. konnten einige chemische Reakt ionskonstan- .****. 
ten iiber Fluktuat ionszeiten bestimmen. •••• 

• • • • 

Das MeSprinzip der CFS beruht darin, daS fluorophore 
15 Molekule in auSerst verdunnten Losungen gemessen werden 

(s 10 nM) , indem ein relativ kleines Volumenelement der 
Losung einem starken Anregungslicht eines Laser ausge- 
setzt wird. Nur die Molekule entsprechenden Anregungs- 
spektrums, die sich in eben diesem Volumen aufhalten, 
20 werden durch das Licht angeregt . Die emittierte 

Fluoreszenz aus diesem Volumenelement kann dann auf 
einen Photomultiplier hoher Sensitivitat abgebildet 
werden. Handelt es sich urn verdunnte Losungen, so er- 
geben sich nennenswerte Schwankungen der Konzentrat ion 
25 der sich in dem jeweiligen Volumenelement befindlichen 

Molekule. 

Bei sehr verdunnten Losungen ergibt sich insbesondere 
eine Poisson-Verteilung der Zahl der gleichzeitig in 

30 dem Volumenelement vorhandenen Molekule pro Zeitinter- 

vall. Ein Molekiil, daS einmal in das Volumenelement 
diffundiert ist, wird sich gemafi seiner charakteristi- 
schen Dif f usionsgeschwindigkeit (der Translation) in 
einer durchschnittlichen aber fur das betreffende Mole- 

35 ktil charakteristischen Zeit wieder aus dem Volumen- 
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element entfernen und somit nicht mehr zu beobachten 
sein . 

Wenn nun die Lumineszenz ein und desselben Molekiils 
5 wahrend seiner durchschni tt 1 ichen Auf enthaltsdauer in 

dem entsprechenden Beobachtungselement viele Male an- 
geregt werden kann, lassen sich von diesem Molekul . 
viele Lumineszenzsignale erfassen. Mit anderen Worten, 
die Wahrscheinlichkeit , date ein einmal in das Beobach- 

10 tungselement dif f undiertes Molekul vor seinem Wieder- I 

austritt aus dem Volumenelement nochmals angeregt wer- 9 * 
den kann, ist bei verdiinnten Losungeh viel groSer, als • 
dies fur ein neueintretendes Molekul gilt. Das bedeutet 
aber, daS das ent sprechende Lumineszenzsignal mit ent- 

15 sprechend groSer Wahrscheinlichkeit von ein und dem- 

selben Molekul stammt und nicht von einem neu in 'das 
Element hineingekommenen Molekul. Somit lafit sich eine 
Korrelation der zeitlichen Veranderung der auflaufenden 
Emissionssignale mit den relativen Dif f usionszeiten der 

20 beteiligten Molekiilspezies erstellen. 



Wird die Drehung der Polarisationsebene von Anregungs- 
licht und emittiertem Licht als ein weiterer Parameter 
gemessen, so laSt sich auch der Rotationsdif f usionsko- 
25 effizient der beteiligten Molekiile bestimmen, aus denen 

Aufschliisse iiber Molekulargewicht , Formparameter oder 
die umgebende Matrix gewonnen werden konnen. 

Es wird deutlich, daS es sogar moglich ist, einzelne 
3 0 Molekiile in verdiinnten Losungen dadurch zu erfassen, 

daS ein und dasselbe Molekiil sehr oft (mehrtausendf ach) 
angeregt wird und das entsprechende Lumineszenzsignal 
in vielen Einzelmessungen akkumuliert wird. 
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Der Umsetzung dieses MeSprinzips in die Praxis standen 
viele technische Schwier igkeiten entgegen. Das Beobach- 
tungselement war trotz des Einsatzes moderner Laser- 
technologie so gro£, da£ sich biologisch interessante 
5 Molekiile mit niedrigen Translat ionsdif f usionkoef f izien- 

ten in einer Grofienordnung von etwa 50 ms im Beobach- 
tungselement aufhielten. Diese Zeitdauer ist erheblich 
zu lange, denn sie bedingt ein starkes Ausbleichen der 
jeweils eingesetzten Farbstof f liganden, die als Lumino- 

10 phor dienen. Haufige Anregung erhoht die chemische 

Reaktivitat der luminophoren Struktur mit Molekiilen der 
Umgebung, insbesondere mit Sauerstoff, wodurch die 
Lumineszenz verandert oder geloscht (Quenching) wird'. 
Naturlich fiihrt auch Ausbleichung (Photobleaching) 

15 direkt zu falschen Mefidaten, da ein Verlust der 

Lumineszenz (Fluoreszenz ) den Austritt des Molekuls aus 
dem MeSelement vortauscht und eine Unterscheidung durch 
Standardisierung der Mefimethode kaum moglich ist oder 
sich nur durch unverhaltnismaSig groSen technischen 

20 Aufwand erzielen laSt . 

Somit war der breiten praktischen Umsetzung des Mefi- 
prinzips in ein allgemein anwendbares Verfahren bislang 
enge Grenzen gesetzt, die durch das erf indungsgemaSe 

2 5 Verfahren jedoch uberwunden werden. 

Der entscheidende Durchbruch auf dem Weg zu einem 
Routineverf ahren fur die oben definierten Auf gabenstel - 
lungen der FCS wird erf indungsgemaS durch die Einfuh- 

3 0 rung ultrakleiner MeSvolumina ( vorzugsweise 10" 14 - 10* 

17 1) bei Probengesamtvolumina im /il-Bereich erreicht, 
deren Realisierung den gleichzeitigen erf indungsgemaSen 
' Einsatz bestimmter Elemente der Axiregungsoptik , der 
Einzelphotonenregistrierung und der Probenhandhabung 
35 voraussetzt. Das MeSvolumen der in den experimentellen 



Anordnungen beschriebenen Vorrichtung ist mit 2 x 10" 16 
1 ca. lOOOfach kleiner als die in der Literatur be- 
schriebenen MeSvolumina. Die ausgeleuchtete Flache hat 
somit in etwa die Dimension von 0,1 /im 2 . Legt man die 
Annahme zugrunde, da£ die FCS besonders korrekte Daten 
fur eine Konzentrat ion chromophorer Molekiile von 0,1 - 
10 Molekiile pro VolumenmeSelement liefert, so ist die 
Arbeitskonzentration ca. 10" 7 - 10' 9 M. Technisch rea- 
lisierbar sind Messungen mit maximaler Detektionsef f i - 
zienz und Hintergrunddiskriminierung durch Verwendung 
einer konfokalen Optik hoher Apertur in Kombination mit 
Einzelphotonendetektion . 

Bindungskonstanten konnen dann uber die Translations- 
diffusion bestimmt werden, wenn die Reaktionszeit lang- 
sam gegeniiber der Dif f usionszeit ist. Das heiSt, ein zu 
beobachtender Ligand verandert wahrend seines Eintrit- 
tes in das MeSkompartiment und seinem Austritt seine 
molekulare Struktur nicht oder nur kaum. Ansonsten wird 
nur eine Korrelation gemessen, die den gemischten Zu- 
stand beschreibt. Hier wird wiederum die Bedeutung des 
erf indungsgemaSen Verfahrens mit sehr kleinen Mefivolu- 
miria deutlich, da die Verweilzeit eines Molekuls ca. 
1000-fach kleiner ist als in den bisherigen Komparti- 
menten und somit die viblichen Dimensionen fur Gleich- 
gewichtskonstanten und Geschwindigkeitskonstanten 
spezif ischer, biologischer Erkennungsreaktionen, z .B . 
Ligand/Rezeptor-Wechselwirkung, fur eine Messung er- 
schliefit . 

1. Die erf indungsgeinafie Bedeutung der kleinen Volumen- 
elemente 

Erf indungsgemafi haben die kleinen Volumenelemente ver- 
schiedene und experimentell unterscheidbare Bedeutung 
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fur die Durchf uhrung der erf indungsgemafeen Verfahren 
und deren Verwendungen . 

Die Bedeutung der kleinen Volumenelemente ist unter 
5 folgenden Aspekten zu sehen: 

Hintergrunds- Streustrahlung , insbesondere Raman- 
strahlung, 

Lebensdauer von Fluoreszenzf arbstof f en unter 
10 Lichteinf luJS, 

kurze MeiSzeiten, 

Dif f usionszeiten makromolekularer Komplexe, Viren, * 
Zellen, 

Unversehrtheit/Schonung der nicht im Volumen- 2^ 
15 element befindlichen Komplexe und 

Lebensdauer von Komplexen wahrend der MeSzeit. 

Aus den untenstehenden Erlauterungen wird deutlich, daS 
sich mehrere Parameter gleichzeitig im erf indungsgemaS 

20 gewunschten Sinne positiv auswirken bei der Realisie- 

rung kleiner Volumenelemente und durch kumulative Wir- 
kung zu der erf indungsgemaS nicht linearen/exponentiel- 
len Verbesserung der Methodik gefuhrt haben, die die 
Losung der erf indungsgemaSen Aufgabe uberhaupt erst 

2 5 ermoglicht haben. 

Ein fur die Messung einzelner Molekule notwendiges Sig- 
nal/Hintergrundsverhaltnis von 1000 wird durch kleine 
Volumenelemente erreicht im fl- und sub- f 1 -Bereich . Die 
30 Verschlechterung dieses Verhaltnisses folgt der dritten 

Potenz des vergroSerten Radius des MeSvolumens (r 3 ) . 
Diesem Verhalten wurde bei fruheren experimentellen 
Vorgehensweisen keine Bedeutung geschenkt, bei der ein 
Laserstrahl ein langes Saulenvolumen ausgeleuchtet hat 
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und gleichsam nur Diffusion in zwei Dimensionen aus dem 
Strahl heraus analysiert wurde . 

Soil aus meStechnischen Grunden dennoch ein groSeres 
5 Volumen analysiert werden, so miissen erf indungsgemaS 

viele kleine Volumenelemente durch Multiarraydetekt ion 
parallel gemessen werden und/oder verschiedene kleine 
Raumelemente mit unterschiedlichen Raumkoordinaten 
nacheinander gemessen werden. Damit bleibt fur jedes 

10 Gauss ' sche Raumelement als MeSvolumen die Charakte- 

ristik des Signal -Rauschverhaltnisses erhalten. Erfin- 
dungsgemaS wird bevorzugt jedes einzelne Raumelement 
wie bei einer Einzelmessung eines Raumelementes kon- 
fokal mit vorf okussiertem Anregungslicht ausgeleuchtet < 

15 und das Raumelement mit einer Lochblende in der Objekt- 

ebene abgebildet. 

Der methodische Durchbruch der Technologie zur sicheren 
Identif izierung und Messung von Einzelmolekiilen und der 

20 Moglichkeit, Einzelmolekiile zu zahlen, wie es auch not- 

wendig ist, urn Gleichgewichtskonstanten iiber die Anzahl 
von komplexierten und freien Liganden im MeSvolumen 
iiber eine bestimmte MeSdauer zu bestimmen, gelang mit' 
der Verwendung von MeSvolumina <; 10" 14 1. dies wurde 

2 5 durch erf indungsgemaSen Einsatz von Lochblenden s 

100 /im Durchmesser, vorzugsweise s 20 bis 30 jim Durch- 
messer moglich, sowie durch Einsatz einer vorf okussier- 
ten Laseranregung. Mit Lochblenden dieser Dimension in 
Objektebene angeordnet konnen bei einer 60fachen Ver- 

30 grofierung ein Durchmesser des Gauss' schen Mefivolumens 

von 0,33 ixm bis 0,5 /im erreicht werden. Bei Verwendung 
von Optiken anderen Abbildungsma&stabes miissen ent- 
' sprechend angepaSte Lochblenden verwendet werden. Fur 
freies Rhodamin bedeutet dies eine durchschnittliche 

35 Dif fusionszeit aus dem MeSvolumen von ca. 40 /xs, wah- 
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rend gemaS dem Stand der Technik 750 jis realisiert wur- 
den. Gleichzeitig muS jedoch gesagt werden, da£ eine 
Verkleinerung des Radius des Gauss ' schen MeSvolumens um 
einen Faktor > 10 nicht sinnvoll ist, da eine mehr als 
10 0 Of ach geringere Auf enthalt swahrscheinlichkeit eines 
Molekiils im mehr als lOOOfach kleineren MeSvolumen zu 
unakzeptabel langen MeSzeiten fuhren wiirde . Das erfin- 
dungsgemaSe Optimum des vorgestellten Verfahrens befin- 
det sich also bei Realisierung von MeSvolumina V von 
10" 14 1 s 10" 17 1. Mit sichtbarem Licht ist ohnehin die 
Verkleinerung des Raumelementes wegen der Dif f raktions- 
eigenschaf ten des Lichtes nicht stark weiter zu ver- 
kleinern. Dies konnte jedoch mit erf indungsgemaSem Ein- 
satz von Rontgenstrahlung umgangen werden, wenn Kern- 
f luoreszenzen angeregt werden zur Erzeugung von MeSsig- 
nalen . 

Hint ergrunds -St reus trahlung, insbe sonde re Raman - 
strahlung 

Je starker der die Probe durchdringende Anregungs- 
Laserstrahl und das auf den Einzelphotonen-Detektor 
abgebildete Volumenelement ist, desto geringer ist die 
den Detektor erreichende Streustrahlung durch in der 
Probe befindlichen Molekule oder Festkorper, bzw. sie 
lassen sich leichter durch Autokorrelation von dem ge- 
suchten Signal diskriminieren . 

In einem Raumelement von 0,2 fl wird erf indungsgemaS 
bei Unterdriickung der Raman Bande fur Wasser durch ge- 
brauchliche Filter ein einziges Rhodamin-Molekul mit 
einem Signal/Hintergrundsverhaltnis von 1000 gemessen. 
Vorherige Messungen ohne Verwendung derart kleiner 
Raumelemente konnten nur Signal/Hintergrundsverhaltnis- 
se von 10" 3 realisieren. 
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Lebensdauer von Fluoreszenzf arbstof f en unter Licht- 
einf luS 

Die biologisch, erf indungsgemaS einsetzbaren Fluores- 
5 zenzf arbstof fe haben nur eine begrenzte Lebensdauer. 

Farbstoffe wie Fluorescein sind noch erheblich licht- 
empf indlicher . Fur die exakte Messung durchschnitt - 
licher Verweilzeiten, insbesondere grower Komplexe, 
wird der Farbstoff jedoch ca . 10.000 bis 1.000.000 mal 
10 angeregt, bevor das Molekul das Mefivolumen wieder ver- 

lassen hat. Jedes vorzeitige Ausbleichen verschlechtert 
das MeSergebnis , da ein friihzeitiges Ausbleichen einen 
zu groSen Translationskoeff izienten (kleineres Molekul) 
vortauscht . 

15 

Dif f usionszeiten makromolekularer Komplexe, Viren, Zel- 
len - Kurze MeSzeiten 

Insbesondere groSe Molekulkomplexe , Viren oder Zellen 
20 weisen auSerst kleine Translat ionsdif f usionskoef f izien- 

ten auf . In den erf indungsemaSen kleinen Volumen sind 
noch Viren und Zellen ohne bemerkenswertes Ausbleichen 
gekoppelter Farbstoff marker handhabbar mit Diffusions- 
koeff izienten von ca. 10" 8 cm 2 /s fur freie M13-DNA und 
25 ca. 5 x 10' 9 cm 2 /s fur ein E.coli Bakterium. Die Ver- 

weildauer eines Bakteriums im MeSvolumen betragt ca. 
3 0 ms. GroiSere MeSelemente, wie sie friiher nur moglich 
waren, fuhren zu unakzeptabel langen MeSzeiten, bis 
diese groSen Komplexen das MeSelement wieder uber 
30 Translationsdif fusion verlassen haben. 
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Unversehrtheit/Schonung der nicht im Volumenelement 
befindlichen Komplexe 



- 12 - 



Es ist eine statistische Wahrscheinlichkeit , daS ein 
Farbstoff durch chemische Reaktion aus dem angeregten. 
Zustand heraus reagiert und damit ausbleicht . Geschieht 
dies durch Licht aufeerhalb des Mefevolumens , so sollte 
5 dies die Messung nicht beeinf lussen , da ein inaktivier- 

ter Farbstoff iiberhaupt kein Signal liefert und somit 
nicht zur Messung beitragen wiirde. Die Qualitat des 
Verfahrens wird jedoch drastisch dadurch eingeschrankt , 
daS durch vorzeitiges Ausbleichen von Farbstof f-mar- 

10 kierten Molekiilen, die sich noch auSerhalb des MeiS- 

volumens befinden, die effektive Konzentration von meS- 
baren Molekiilen und Molekiilkomplexen erniedrigt wird 
und somit die Sensitivitat beeinf luSt wird. Sehr unan- 
genehm werden die negativen Auswirkungen bei nicht 

15 maximal fokussiertem Laserstrahl , wenn das Marker- 

molekiil erf indungsgemafi in bevorzugter Ausf iihrungsf orm 
mit mehreren Farbstof f molekiilen versehen ist, von denen 
ein nicht bestimmbarer Teil unter vorheriger Lichtein- 
wirkung bereits ausgebleicht ist. 
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Lebensdauer von Komplexen wahrend der MeSzeit 



Ein Komplex aus nachzuweisendem Zielmolekiil und tnar- 
kiertem Nachweisreagens ist nur dann als Komplex erfin- 

2 5 dungsgemafi erkennbar, wenn der Komplex iiber die gesamte 

MeSzeit stabil bleibt . Dies wiirde bei durchschnitt- 
lichen Auf enthaltszeiten von Komplexen von Sekunden in 
grofien Volumenelementen nicht mehr gelten, wenn die 
Komplexe selbst eine Zerfallszeit im Sekundenbereich 

30 haben. Dies kann durchaus fur biologisch relevante 

Reaktionen wie Metallionen-Komplexierungen der Fall 
sein, bei denen z.-B. Bindekonstanten von 10 6 Imol" 1 
relevant sind. Die erf indungsgemaSen kleinen Volumen- 
elemente bedeuten jedoch so kurze durchschnittliche 

35 Auf enthaltsdauern (< 1 ms) , daiS praktisch fur alle 
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interessanten Komplexierungsreakt ionen ein Komplex 
wahrend der Auf enthaltsdauer im MeSvolumen . stabil 
bleibt . 



5 Mult iarraydetekt ion 

Eine erf indungsgemaSe Multi-Array Detektion kann da- 
durch erfolgen, daS in nicht optimaler Weise ein groSe- 
res Volumenelement ausgeleuchtet wird, jedoch verschie- 

10 dene Volumenelemente auf einem Multi-Array-Detektor 

getrennt abgebildet werden und die auflaufenden Photo- 
nen wahrend einer Messung getrennt registriert und aus- 
gewertet werden. Dies ist durch Verwendung von Multi- 
Array-Einzelphotonen-Detektoren moglich, wie sie kom- 

15 merziell erhaltlich sind. Nachteil dieser Methode ist, 

daS unerwiinschte Bestrahlung zu erheblicher Photo- 
inaktivierung auSerhalb der MeSvolumina f iihrt . Es ist 
bei einer Multiarraydetektion, d.h. der parallelen FCS- 
Analyse von MeSvolumina unterschiedlicher Raumkoor- 

20 dinaten oder zeitlich auf einanderf olgender FCS-Analysen 

von MeSvolumina unterschiedlicher Raumkoordinaten, im 
Sinne des oben Gesagten nicht vorteilhaft, wenn in 
einer experimentellen Anordnung ein relativ groSes 
Volumenelement ausgeleuchtet wird, die Messung der 

25 kleinen Raumelemente jedoch dadurch erfolgt, daS in 

einem 2D-Raster angeordnete kleine Raumelemente paral- 
lel abgebildet, vermessen und ausgewertet werden. Bei 
diesem experimentellen Vorgehen (Fig. 24) bleichen be- 
reits eine Vielzahl von Chromophoren aus, bevor sie das 

3 0 MeSvolumen durch Diffusion erreicht haben. 

Bei niedrigeren Konzentrationen miissen entsprechend 
mehr Volumenelemente einer Messung unterzogen werden. 
Da die durchschnittliche MeSdauer fur eine Messung je 
35 nach erf orderlicher Qualitat der MeSdaten (Signal-/ 
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Rauschverhaltnis) zwischen 10 unci 100 ms betragt, las- 
sen sich in 1000 s 10.000 bis 100.000 Volumenelemente 
uberpriifen. Somit lassen sich extrem niedrige Konzen- 
trationen von 10" 14 bis 10" 15 M vermessen. Das bedeutet 
5 auch, daS sich spezifische biologische Wechselwirkungen 

mit Bindungskonstanten k ass a 10 6 mol/1 bis zu k ass - 10 15 
mol/1 messen lassen. 

In einem Beispiel wird dargestellt, wie sich Bindungs- 

10 konstanten oder Reakt ionsgeschwindigkeitskonstanten mit • 

der erf indungsgemaSen Technik bestimmen lassen. Die er- # 
f indungsgemaSe Messung eines Bindungsgleichgewichtes 
• zwischen Reaktanden wird gemessen, indem mindestens ein 
Reaktand mit mindestens einem Farbstof f molekiil vorzugs- J 

15 weise chemisch gekoppelt ist, und sich die Rotations- 

dif f usionsgeschwindigkeit und/oder die Translations - 
dif f usionsgeschwindigkeit des Reaktanden durch die 
Komplexbildung andert . Wenn sich Gleichgewichtskonstan- 
ten experimentell nicht direkt mit der Bedingung hoch- 

20 verdunnter Losungen in Ubereinstimmung bringen lassen, 

das heiSt, wenn niedrige Bindungskonstanten hohere Kon- 
zentrationen an Reaktanden erfordern, laSt sich dies 
z.B. dadurch erreichen, daS der nicht-markierte Reak- 
tionspartner im UberschuS angeboten wird, oder indem 

2 5 der markierten Verbindung ein UberschuS an unmarkiertem 

Reaktanden zugesetzt wird. 

Die Messung einer Reaktionskinetik uber molekulare 
Fluktuation mit FCS, wie sie von Magne beschrieben wor- 

30 den ist, liefi sich wegen der langen Dif f usionswege in 

den bisher realisierten Mefikompartimenten nicht befrie- 
digend durchfiihren. Mit der erf indungsgemaSen MeStech- 
nik ist die Bestimmung der Dissoziationsgeschwindig- 
keitskonstanten eines Komplexes in einem Bereich von 

35 10" 6 s" 1 bis zu etwa 10 3 s" 1 moglich, ein Bereich, der 
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insbesondere fur biochemische Reaktionen relevant ist 
Die Messung kann z.B. durch den Austausch von fluores- 
zenzmarkierten Markermolekulen erf olgen . 



10 



Die erf indungsgemafee Technik erlaubt auch die Messung 
von Konformationsanderungen biologischer Makromolekule 
sowie die Bestitnmung zugehoriger thermodynamischer und 
kinetischer Konstanten. Fluktuationen der Struktur las- 
sen sich z.B. iiber die Messung der Rotationsdif fusion 
oder uber Signalanderungen durch sog. Energy-Transfer 
(Forster Transfer) erfassen. 



Die Methode ist auch fur die DNA/RNA Analytik anwendbar 
(DNA/RNA Analytik, siehe unten) . In der genetischen 

15 Analytik, insbesondere zur Bestimmung von infektiosen 

Erregern ist die Sensitivitat des diagnostischen Ver- 
fahrens oft von ausschlaggebender Bedeutung. Dies wurde 
gerade in den letzten Jahren in Zusammenhang mit der 
Einfuhrung enzymatischer Methoden zur Amplif ikat ion 

20 genetischer Zielsequenzen deutlich. Durch den Einsatz 

di eses Verfahrens ist zu erwarten, daS fur eine Reihe 
diagnostischer Verfahren auf die Notwendigkeit einer 
vorhergehenden enzymatischen Amplif ikat ion verzichtet 
werden kann, wodurch z.B. Probleme der Kontamination 

25 durch stark amplif izierte Einzelsequenzen umgangen wer- 

den konnten. 



Das Verfahren kann auch anstelle der bekannten diag- 
nostischen Verfahren des RIA, ELISA oder anderer Ver- 

30 fahren eingesetzt werden (siehe unten, Rezeptor 

Screening) . Ein besonderer Vorteil des erf indungsge- 
mafien Verfahrens ist darin zu sehen, daiS das System 
selbstkalibrierend ist. Auf Bestimmungen von Eichkurven 
oder eine interne Standardisierung kann verzichtet wer- 

35 den. Jedes Experiment bezieht seine innere Kalibrierung 
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aus der Bestimmung der betrachteten Molekule. Bei- 
spielsweise haben Schwankungen der Laserintensitat kei- 
nen EinfluS auf die MeSgenauigkeit . Eine Drif tproblema- 
tik bei zeitlich auf einanderf olgenden Messungen tritt 
5 nicht in Erscheinung. . Messungen sind ohne erneute 

Kalibrierung zu verschiedenen Zeiten mit gleichem 
Resultat wiederholbar . Eine Geratekalibrierung kann 
entfallen. 

10 Eine bevorzugte Verwendung sind Assays ohne Beteiligung \ 

von Antikorpern als Nachweisreagent ien oder fur den •* 
Ersatz in gangigen Assay-Verf ahren , die bislang auf # 
ELISA, RIA oder FIA unter Verwendung von Antikorpern # 
beruhen. Gemeint sind alle Assays die als spezifisch • ^ 

15 erkennende Molekule (Rezeptor-Molekule , Nachweis- 

reagens) neben Antikorpern auch andere Molekule ein- 
setzen, urn bestimmte Zielmolekule (Liganden) zu erken- 
nen. Als potent ielle Rezeptormolekiile kommen neben 
Antikorpern generell alle Molekule oder Molekiilkomplexe 

20 in Frage, die an ihrer Oberflache spezifische Erken- 

nungsstellen ( z . B . Antikorper, Einzelstrang-Antikorper , 
Membranrezeptoren, losliche Rezeptoren, Enzyme, Struk- 
turproteine, Polysaccharide, Peptide, komplexe Sekun- 
darmetabolite etc.) oder in ihrem Inneren spezifische 

25 Erkennungsstellen fur Zielmolekule enthalten (z.B. HDL, 

VLDL, LDL) . 

Wenn eine spezifische Komplexbildung zwischen einem 
Rezeptor und einem oder mehreren Liganden in der allge- 

3 0 meinen Form von analytischem Interesse ist und/oder 

wenn mindestens eines der beteiligten Molekule mit min- 
destens einem Farbstoff marker versehen werden kann und 
sich die Komplexbildung in einer Veranderung der Rota- 
tionsdif fusion und/oder der Translationsdif fusion des 

35 Farbstoff Markers zu erkennen gibt, ist ein FCS-Assay 
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durchf uhrbar . Dabei gelten vergleichbare thermodynami- 
sche Geset zmaSigkeiten bzgl . einer vorteilhaf ten Ausge- 
staltung, wie sie fur die ent sprechenden Assays vom Typ 
ELISA, EIA, RIA oder FIA gelten (siehe Fig. 1, 2) . 

Die Leistungsf ahigkeit des erf indungsgemaiSen Verfahrens 
kommt insbesondere im Vergleich mit gegenwartig am 
Markt befindlichen Technologien zum Ausdruck. Gut ein- 
gefiihrt ist die sogenannte FPIA-Technologie der ABBOTT, 
Chicago, mit dem sogenannten TDX-System fur die zuge- 
horige Instrumentation. Hier wird die Depolarisat ion 
von Fluoreszenz-markierten Molekiilen in homogenen 
Assays bestimmt. 

Die Depolarisation des emittierten Lichtes eines 
Fluoreszenzf arbstof f es nach Anregung mit polarisiertem 
Licht ist in erster Linie eine Eigenschaft, die von dem 
Molekulargewicht des Molekuls und seinen Formparametern 
abhangen. Ein vergleichsweise kleines Molekul rotiert 
starker im Zeitintervall zwischen Anregung und Abstrah- 
len des Fluoreszenzlichtes als ein deutlich groSeres 
Molekul, womit eine entsprechend starkere Depolarisa- 
tion des emittierten Lichtes verbunden ist. Dieser 
Effekt wird dahingehend ausgenutzt, daS kleine Fluores- 
zenz-markierte Molekiile kompetitiv urn z.B. Antikorper- 
Bindungsstellen mit unmarkierten Zielmolekiilen konkur- 
rieren. Die Fluoreszenzdepolarisation gibt dann Aus- 
kunft iiber den relativen Anteil der im Komplex gebunde- 
nen, markierten Molekiile. Die Methode ist aber deutlich 
von den erwunschten Nachweisgrenzen entfernt. Der Her- 
steller gibt selbst eine untere Nachweisempf indlichkeit 
von 10" 9 M an. Das erf indungsgemaSe Verfahren ist ohne 
Optimierung bereits urn mehr als zwei Grofienordnungen 
sensitiver. Dies gilt bei der erf indungsgemalSen Verwen- 
dung der FPIA-Kits. Durch entsprechend empf indlichere 
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' Farbstoffe lassen sich weitere Grofienordnungen an ge- 
steigerter Sensitivitat erzielen. Dies ist z.B. in der 
Drogendiagnost ik von groSer Bedeutung. 

5 Das erf indungsgemaSe Verfahren zeigt seine Uberlegen- 

heit insbesondere bei einem quantif izierenden Assay und 
bei der Qualitat in Abhangigkeit von variierenden Pro- 
benbedingungen . Der Grad der Fluoreszenz-Depolarisation 
hangt von den Medienbedingungen Viskositat/Temperatur 

10 ab. Mit zunehmender Viskositat verringert sich der 

Grad der Fluoreszenzdepolarisation aller Molekule durch ;* # • 
kleinere Rotat ions-Dif f usionskoef f izienten und beein- 
flufit unmittelbar das Ergebnis. Ahnlich storende Effek- 
te kdnnen durch Mediumbedingungen hervorgeruf en werden, * 

15 die die Lebensdauer des angeregten Zustandes beeinflus- 

sen. Mit erhohter Lebensdauer wird eine erhohte 
Fluoreszenzdepolarisation vorgetauscht . Diese Ef f ekte 
fiihren bei dem erf indungsgemaSen Verfahren der Messung 
der Translationsdif fusion jedoch nicht zu einer Beein- 

20 trachtigung der Ergebnisqualitat . In der Praxis bedeu- 

tet dies ein erheblich geringerer Aufwand in der Pro- 
benvorbereitung und Normierung der Methode und ein 
deutlich groSerer Bereich der dynamischen MeSbreite. 

2 5 2. Die Bedeutung der Reaktionsgeschwindigkeit fur die 

Komp 1 exb i 1 dung 

Wie im Falle der Nukleinsaure-Reassoziation (siehe 
unten) kann auch bei anderen spezifischen Erkennungs- 

3 0 reaktionen die Assoziationsgeschwindigkeit so langsam 

sein, da6 ein homogener Assay, der auf dieser Erken- 
nungsreaktion beruht, praktisch nicht durchfiihrbar ist. 
Wahrend in inhomogenen Assays haufig Reaktanden im 
UberschuS angeboten werden, z.B. wenn mit markierten 
35 Antikorpern gearbeitet wird, urn die Reaktionsgeschwin- 
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digkeit der spezifischen Komplexbildung zu erhohen und 
in einem Folgeschritt der UberschuS an nicht komplexge- 
bundenen Reaktanden entfernt wird, ist dies in horrtoge- 
nen Assays nicht ohne weiteres moglich. 

5 

An einem Beispiel soil diese Problematik erlautert wer- 
den : Die erf indungsgemafie Detektion erlaubt die Bestim- 
mung von Konzentrat ionen von Fluoreszenzf arbstof f -mar- 
kierten Verbindungen im Bereich von *s 10" 15 M. Wenn ein 

10 Fluoreszenz-markiertes , spezif isches Nachweisreagens 

fur ein Zielmolekiil oder einen Molekiilkomplex einge- 
setzt wird, miissen mindestens drei Bedingungen erfiillt 
sein: 1. der Grofien-Unterschied von nicht komplexgebun- 
denem, fluoreszenzmarkiertem Molekiil und gebundenem, 

15 fluoreszenzmarkiertem Molekiil muS ca. um den Faktor 2 

in der Dif f usionskonstante groSer sein, um anhand der 
unterschiedlichen Translationsdif fusion gut nachweisbar 
zu sein, 2. die Bindekonstante muS hinreichend groS 
sein, um das Zielmolekiil zu komplexieren, 3. die Reak- 

20 t ionsgeschwindigkeit der Assoziation . muS hinreichend 

groS sein, um in einem experimentell vertretbaren Zeit- 
raum von Minuten bis maximal Stunden die Komplexbildung 
zu ' realisieren . 

25 Wenn ein komplexiertes Zielmolekiil unter 100 nicht-kom- 

plexgebundenen Molekiilen des Nachweisreagens' detek- 
tiert werden kann, kann erf indungsgemaS eine Konzentra- 
tion von 10" 13 M an Nachweisreagens eingesetzt werden, 
um einen gebildeten Komplex von 10" 15 M nachzuweisen . Im 

3 0 Gleichgewicht kann dann effizient eine Komplexbildung 

erfolgen, wenn die zugehorige Assoziat ionskonstante k ass 
fur die bimolekulare Reaktion mindestens 10 13 M" 1 be- 
tragt. Derartig hohe Bindekonstanten treten bei biolo- 
gischen Molekulen wie Proteinen nur selten auf . Die 
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Bindekonstanten von Antikorpern liegen gewohnlich in 
Bereichen von 10 s bis 10 10 M" 1 . 

Die Reakt ionsgeschwindigkeit skonstanten von Antikorpern 
5 fur die bimolekulare Komplexierungsreakt ion ubersteigen 

kaum den Bereich von k ass = 10 7 Molds' 1 . Die unter- 
schiedlichen Bindekonstanten resultieren haupt sachlich 
aus den Unterschieden in den Dissoziationsgeschwindig- 
keitskonstanten k diss der Komplexe, die oft zwischen 10 
10 und 10" 3 s" 1 liegen. Fur den oben diskutierten Fall be- 

deutet jedoch eine Geschwindigkeitskonstante von k ass = 
10 7 Molds' 1 , daS die Halbwert szeit der Assoziation be- 
reits bei ca. 1000 s liegen wiirde, wenn mit Konzentra- 
tionen von 10" 10 M an Nachweisreagens gearbeitet wiirde . 
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Erf indungsgemaS ergeben sich mehrere Alternativen, um 
die Sensitivitat der optischen Nachweisreakt ion von 
10" 15 M fur einen homogenen Assay trotz niedrigerer Bin- 
dekonstanten, fur die Erkennungsreaktion zu nutzen. 



Die effektive Assoziationsgeschwindigkeit laSt sich 
haufig durch Veranderung der Reaktionsbedingungen 
dramatisch verandem. Fur Nukleinsauren ist unten be- 
schrieben, wie die Assoziation von komplementaren 

25 Nukleinsauresequenzen 10.000 bis 100.000 fach be- 

schleunigt werden kann. Erkennungsreaktionen von 
Sequenzmotiven auf langstrangiger DNA verlaufen schnel- 
ler als dies durch reine Dif f usionskontrolle erfolgen 
konnte. Wahrscheinlich ist der geschwindigkeitsbestim- 

30 mende Schritt das Auftreffen des Proteinf aktors auf der 

DNA, dem ein rascher eindimensionaler Dif f usionsschritt 
entlang der DNA zum eigentlichen Bindeort f olgt . 
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Eine Beschleunigung kann generell dadurch erreicht wer- 
den, daS die Dif f usionswege des geschwindigkeitsbestim- 



menden Schrittes der Assoziation verkiirzt werden. In 
trivialer Weise er.folgt dies durch eine Konzentrierung 
des Reakt ionsansat zes . 

Erf indungsgemafi werden im homogenen Assay die Mediumbe- 
dingungen so variiert, daS der effektive Auf enthalt s - 
raum der reagierenden Molekiile verkleinert wird, ohne 
das Probevolumen an sich zu verringern. Dies kann er- 
f indungsgemaS z.B. durch Zusatze wie Polyethylengly- 
kole, Dextran, Polyvinylpyrrolidon chaotrope Reagen- 
tien, organische Losemittel oder deren Kombination ge- 
schehen, die vor allem die Wasserstruktur der Hydrat- 
hiillen beeinf lussen . Es lassen sich erf indungsgemaS 
auch waSrige Zweiphasensysteme einsetzen, urn die Reak- 
tanden gezielt in einer Phase anzureichern . 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Verwendung von 
UberschuSkomponenten des markierten Reaktanden. Wenn 
zwei Farbstof f -markierte Reaktanden verwendet werden, 
die gemeinsam einen Analyten erkennen und binden kon- 
nen, lassen sich sogenannte Energy-Transf er-Komplexe 
bilden. Ein Farbstof f marker fungiert als Akzeptor des 
Anregungslichtes, dessen emittiertes Fluoreszenzlicht 
das eng benachbarte zweite Farbstof fmolekiil anregt 
(10 - 100 A) , welches dann Licht emittiert, das als 
Mefisignal erf indungsgemaS registriert wird. Da die 
Effizienz der Energieiibertragung mit der 6. Potenz des 
Abstandes der Farbstof fe sinkt, lassen sich die Reak- 
tanden im UberschuS einsetzen. Der Translationsdif f u- 
sionskoef f izient des temaren Komplexes wird erfin- 
dungsgemaS gemessen . 

Die erf indungsgemaSe Verwendung des Farbstof f -markier- 
ten Nachweisreagens als UberschuSkomponente ist auch 
moglich, wenn das nicht komplexierte Nachweisreagens 



chemisch oder durch Strahlung bezuglich seiner 
spektroskopischen Eigenschaf ten so modifiziert werden 
kann, daS es sich spektroskopishch vom Komplex unter- 
scheidet. Dies ist beispielsweise im Falle interkalie- 
render Farbstoffe moglich. 

Die erf indungsgemaSe Konzent rierung mittels einer elek- 
trischen Falle ist an anderer Stelle der Beschreibung 
beschrieben . 

Wenn eine Komplexbildung nur zu einer geringen Verande- 
rung des Molekulargewichtes und/oder der Form eines 
Nachweisreagenzes beitragt, wie es beispielsweise bei 
der Verwendung eines markierten Antikorpers gegen einen 
kleinen Liganden der Fall ist, kann erf indungsgemaS die 
Verwendung eines zweiten Antikorpers im UberschuS, der 
gegen den Komplex gerichtet ist, den entstehenden 
ternaren Komplex erf indungsgemaS nachweisbar machen. 

Erf indungsgemaS konnen auch mindestens zwei unter- 
schiedliche Nachweisreagentien mit mindestens zwei 
unterschiedlichen Farbstof f markern eingesetzt werden, 
die mit mindestens einem Targetmolekiil reagieren konnen 
und wobei die Fluoreszenzsignale von mindestens zwei 
Farbstof fen erf indungsgemaS gemessen werden. Das Ver- 
fahren kann in zweierlei Hinsicht verwendet werden. 

a) Die parallele Bestimmung von mindestens zwei unter- 
schiedlichen Analyten in einer Probe. 

Haufig stellt sich das experimentelle Problem mehrere 
Analyten nebeneinander in einer Probe nachzuweisen . 
Anstelle zweier unabhangiger Assays laSt sich auch er- 
f indungsgemaS der Nachweis von mindestens zwei ver- 
schiedenen Analyten unabhangigen voneinander durch 
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Reaktion von zwei unabhangigen Nachweisreagent ien 
durchfuhren, die mit mindestens zwei unabhangigen und 
unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind und sich 
vorzugsweise entweder mit Licht unterschiedlicher Wel- 
lenlange angeregen oder durch Licht unterschiedlicher 
Emissionswellenlange unabhangig voneinander regis trie - 
ren lassen. Dies kann z.B. durch die Verwendung von 
zwei unabhangigen- opt ischen Systemen geschehen, wie sie 
z. B. in Abbildung 16 schematisch skizziert sind. 

3 • Kreuzkorrelation 



b) Die Erhohung der Nachweisspezif itat durch gleichzei- 
tige Bindung mindestens zweier Nachweisreagentien an 
15 einem Analyten. 

Einige Analyten lassen sich nur mit unbef riedigender 
Spezifitat durch die Bindung eines einzigen Nachweis- 
reagenzes von molekular ahnlichen Analyten abgrenzen. 

20 Beispiele sind homologe Nukleinsauresequenzen, die sich 

dramatisch in ihrer biologischen Aktivitat wie z.B. der 
eigenen Pathogenitat oder der Pathogenitat ihrer Pro- 
dukte unterscheiden konnen. Auch Proteine wie Tumor- 
ant igene, Strukturproteine oder Zelltyp-spezif ische 

25 Oberf lachenmarker lassen sich nur unbef riedigend durch 

die Bindung eines einzigen Liganden analysieren. 

Erf indungsgemaS lafit sich ein bestimmtes Molekiil 
gleichzeitig mit mindestens zwei Nachweisreagenzien 

30 komplexieren, die jeweils mit mindestens zwei optisch 

unterscheidbaren Fluoreszenzmolekiilen markiert sind. 
Die gleichzeitige Komplexbildung laSt sich erfindungs- 
gemaS entweder spezifisch uber die Bildung eines Ener- 
gie -Transfer- Komplexes (Forster-Transf er , siehe oben) 

35 nachweisen oder uber die Korrelation der Signale unter- 
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schiedlicher Wellenlange der Anregung und/oder Emis- 
sion. Die Bindung unterschiedlicher Nachweisreagenzien 
an einen einzigen Analyten wird durch zeitliche Korre- 
lation der unterscheidbaren optischen Signale belegt . 

Die Doppelkomplexierung eines Analyten mit zwei unter- 
schiedlich markierten Nachweisreagent ien hat nicht nur 
den Vorteil einef erhohten Spezifitat wie oben disku- 
tiert, sondern auch den praktischen Vorteil, daS von 
jedem einzelnen Reagens hohere Konzentrat ionen einge- 
setzt werden konnne . Durch die zeitliche Kreuzkorrela- 
tion der erf indungsgemafi registrierten Fluoreszenzsig- 
nale lassen sich auf der Ebene der elektronischen Sig- 
nalverarbeitung die Signale der nicht korrelierten 
freien Nachweisreagentien effizient unterdriicken . Das 
Verfahren lafit sich besonders gut bei Nukleinsaure-Ana- 
lyten durch den Einsatz von mindestens zwei unter- 
schiedlich markierten Nachweisreagentien verwenden, die 
an unterschiedliche Sequenzabschnitte des Analyten bin- 
den. Die Emissionswellenlangen der jeweiligen Fluores- 
zenzen der unterschiedlichen Farbstoffe sind dabei 
unterschiedlich . Anstelle der sonst iiblichen alleinigen 
Autokorrelation der registrierten Signale wird erfin- 
dungsgemaS die Kreuzkorrelation der Signale unter- 
schiedlicher Wellenlange gemessen. Sind beide Sonden 
zugleich an den Target-Analyt gebunden, so ergibt die 
Kreuzkorrelation die Molekulzahl und Dif f usionszeit des 
doppelt markierten Nukleinsauresegmentes . Nicht -gebun- 
dene Sondenmolekiile sind in der Autokorrelation sicht- 
bar, in der Kreuzkorrelation werden die Signale unter- 
driickt . 

4 . Verfahren und Vorrichtung zur Durchf iihrung der 
Fluoreszenz-Korrelations-Mikroskopie 



Die Kreuzkorrelat ion von Fluoreszenzsignalen verschie- 
dener Farbstof fe, die mit einem Molekiil oder Molekul- 
komplex chemisch verknupft oder physikalisch assoziiert 
sind, laSt sich also erf indungsgemaS zur Sensitivitats- 
steigerung und Spezif itatserhohung nutzen. Zur optima- 
len Durchfuhrung der Experimente mussen jedoch ver- 
schiedene Voraussetzungen erfiillt sein, die sich durch 
das hier nachfolgend vorgestellte erf indungsgema£e Ver- 
fahren und eine zugehorige Vorrichtung in besonders 
vorteilhaf ter Weise realisieren lassen. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren bezieht sich auf die 
Kombi nation der Methodik der Kreuzkorrelation mit der 
Fluoreszenz-Korrelat ionsspektroskopie unter Verwendung 
kleiner MeSvolumenelemente . Die Methode ist klar abzu- 
grenzen von Korrelationsmethoden, wie sie z.B. in der 
FACS-Analytik (Fluoreszenzakt ivierte Zellsortierung) 
eingesetzt werden. Dort werden ebenfalls mehrere opti- 
sche Parameter gleichzeitig gemessen, die von einem 
groSen Komplex wie einer Zelle stammen, z.B. die Vor- 
wartslichtstreuung in Kombination mit einem Fluores- 
zenzsignal oder die gleichzeitige Messung unterscheid- 
barer Fluoreszenzsignale . Im Zellsorter werden die Sig- 
nal von einzelnen Tropfchen gemessen, in denen sich 
Einzelzellen befinden konnen. Unter Korrelation von 
Signalen zur Identif izierung von Zelltypen und Subtypen 
ist hier lediglich die Intensitatsverteilung unter- 
schiedlicher Signale zu verstehen, die integral iiber 
den ganzen Tropfen erfaSt wird. Unter Korrelation wird 
hier lediglich die parallele Erfassung mehrerer Para- 
meter angesehen bezuglich ihrer individuellen Intensi- 
tat. Die hier beschriebene Methode vollzieht eine zeit- 
liche Verknupfung zweier stochastischer Prozesse, der 
Dif fusionscharakteristik unterschiedlicher Chromophore 
in einem kleinen Raumelement . Praktisch bedeutet dies 



auf der Ebene einer Zelle, dafi das erf indungsgemafie 
Verfahren zwischen unterschiedlichen Molekulen unter- 
scheiden kann, die einen Chromophor tragen und sich im 
MeSvolumen befinden, wahrend im Zellsorter dieser 
Chromophor integral in seiner Konzent ration im Tropf- 
chen bestimmt wird, ungeachtet, ob er Teil eines klei- 
nen Molekiils ist oder in einem Komplex oder an eine 
Zelle gebunden vorkommt . 

Unter Kreuzkorrelation im Zusammenhang mit der FCS-Ana- 
lytik wird folgende Methodik verstanden: Ein Volumen- 
element wird durch einen moglichst stark fokussierten 
Laserstrahl oder Rontgenstrahl ausgeleuchtet . Dabei 
wird die Intensitat der elektromagnetischen Strahlung 
so hoch gewahlt, daS sich ein hoher Prozentsatz von 
Molekulen, die durch die Strahlung angeregt werden kon- 
nen, im angeregten Zustand befinden. Das von ihnen 
emittierte Fluoreszenzlicht wird 'durch konfokale Abbil- 
dung mittels einer Lochblende in einer Einzelphotonen- 
Mefivorrichtung registriert, so dafi nur ein kleines Vol- 
umenelement des langen Lichtkegels gemessen wird. 
Wandert ein Molekul durch Diffusion in das Volumen- 
element hinein, so wird es solange angeregt und uberdas 
emittierte Licht gemessen, wie es in dem MeSvolumen- 
element verbleibt . Die durchschnittliche Aufenthalts- 
dauer ist charakteristisch fur die Grofie und Form eines 
Molekuls, eines Molekiilkomplexes oder einer Zelle. 

Durch Korrelationsspektroskopie lassen sich auf diese 
Weise Molekule unterschiedlicher Konzentration vonein- 
ander unterscheiden bzw. nebeneinander zahlen. Auf 
diese Weise lassen sich beispielsweise Bindekonstanten 
von Komplexbildungen von beispielsweise Rezeptor/Ligan- 
den-Wechselwirkungen bestimmen oder kinetische Konstan- 
ten, wie Zerf allsraten solcher Komplexe. Die Methode 



ergibt dann optimale Ergebnisse, wenn sich pro Zeitein- 
heit besonders wenige Molekiile mit Fluoreszenzeigen- 
schaft in dem Volumenelement befinden. Dies gilt fur 
Konzentrationen im Bereich 10" 9 und kleiner. Umgekehrt 
allerdings ergibt sich das Problem, daS eine Komplex- 
bildung mit einem zweiten Reaktanden nicht schneller 
als mit 10 7 /s ablauft. Fur aquimolare Konzentrationen 
von zwei Reakt iohspartnern mit 10" 9 M bedeutet dies 
eine Reaktionszeit von mehr als einer Minute. Eine Ver- 
kurzung der Reaktionszeit kann dadurch erreicht werden, 
dafi z.B. der Fluoreszenz-markierte Reaktand im Uber- 
schuS eingesetzt wird. Bei einer Reaktandenkonzentra- 
tion von 10~ 9 Molar lassen sich auf diese Weise nach 
Minuten der Reaktionszeit Komplexe mit Targetmolekulen 
nachweisen, die 10" 12 M konzentriert sind. Bei niedri- 
geren Konzentrationen werden die Signal/Signalverhalt- 
nisse von Komplex und freiem Liganden zu groS, um zu- 
verlassige Konzentrationsmessungen zu erlauben. Ein 
weiteres experimentelles Problem ergibt sich, wenn die 
Bindekonstante eines zu messenden Komplexes nicht grofi 
genug ist, um mit Liganden-Konzentrationen von s 10~ 9 
zu arbeiten. Virusantigen, Nukleinsauren von Pathogenen 
oder bestimmte Hormone miissen jedoch in Konzentrationen 
nachgewiesen werden, die wesentlich kleiner als 10" 9 M 
sind. Ein typisches Anwendungsf eld ist die Diagnostik 
von Tumorantigenen uber monoklonale Antikorper, die 
haufig eine niedrige Bindekonstante aufweisen, sowie 
eine nicht ubermafcige Spezifitat bei der Unterscheidung 
der Tumorantigene einer entdif f erenzierten Zelle von 
den Antigenen der jeweils ausdiff erenzierten Zelle. Die 
Kreuzkorrelation bei Verwendung von zwei unterschied- 
lichen Chromophoren erlaubt im oben diskutierten Sinne 
die Steigerung von Sensitivitat und Spezifitat. 
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Es gilt dabei, experimentell mindestens drei Chromo- 
phor- tragende Molekiile oder Molekulkomplexe voneinander 
zu unterschieden: freien Liganden mit Chromophor 1, 
freien Liganden mit Chromophor 2, Komplex mit Chromo- 
phor 1, Komplex mit Chromophor 2 und Komplex mit 
Chromophor 1 und Chromophor 2. Nur derjenige Komplex, 
der sowohl Chromophor 1 als auch Chromophor 2 uber die 
gesamte Zeitspanhe tragt, in der sich der Komplex im 
MeSvolumen befindet,ist indikativ fur ein nachzuweisen- 
des Zielmolekul wie ein Tumorantigen oder ein Pathogen 
wie ein Virus oder eine zugehorige DNA oder RNA. 

Bei der Kreuzkorrelation werden nun die Signale von 
Chromophor 1 und Chromophor 2 korreliert. Nur wenn ein 
Molekulkomplex angeregt wird, indem in ein und demsel- 
ben Zeitfenster, in dem sich der Molekulkomplex im MeS- 
volumen befindet, beide Chromophortypen nachgewiesen 
werden, werden diese Signale einem Komplex mit beiden 
Chromophoren zugeordnet . 

Wichtige Voraussetzungen fur eine erfolgreiche Kreuz- 
korrelation sind: 

Der Abstand der Chromophore 1 und 2 auf dem Ziel- 
molekiil muS klein sein gegeniiber den Dimensionen 
des MeSvolumens, damit beide Farbstoffe innerhalb 
der MeSf ehlergrenzen gleichzeitig vom Anregungs- 
licht erfaSt werden, wenn sie in das MeSvolumen 
eintreten und wieder austreten (Abstand im Komplex 
< 0,1 /im) . 

Das MeSvolumen muS fur beide Farbstoffe gleich- 
dimensioniert sein, damit beide Farbstoffe, wenn 
sie miteinander verbunden sind, im identischen 
Zeitfenster mit dem jeweiligen Anregungslicht in 
Kontakt stehen. 



Beide Mel^volumen miissen in den MeSfehlergrenzen 
identische Raumkoordinaten haben. 

Die Aufgabe ist keinesfalls trivial zu losen. Ein 
Problem besteht beispielsweise darin, daS Licht unter- 
schiedlicher Wellenlange bekanntermafien aufgrund unter- 
schiedlicher Brechungs indices unterschiedliche Abbil - 
dungsgroSen ergeb'en. Es ware jedoch fur die Messung 
fatal, wenn zwei Laser unterschiedlicher Wellenlange 
durch unterschiedliche Fokussierung unterschiedlich 
groSe Volumenelemente ausleuchten wiirden oder, wenn 
unterschiedliche Mefivolumina bei der Registrierung auf 
dem Photomultiplier erfaSt wiirden. 

Erf indungsgemaS wird die Aufgabe gelost, indem entweder 
nur ein Laser mit einer Anregungswellenlange verwandt 
wird, verbunden mit dem Einsatz von zwei Farbstoffen, 
deren Anregungsspektren stark iiberlappen, die jedoch in 
den sogenannten Stoke -Verschiebungen von mindestens 
zwei Emissionswellenlangen unterschieden werden konnen. 
Alternativ werden durch zwei unabhangige Laserlicht- 
quellen Volumenelemente identischer Raumkoordinaten 
ausgeleuchtet . Die Optik der konfokalen Abbildung ist 
in ; beiden Fallen zweckmaSigerweise f arbkompensiert , 
d.h. fiir beide Emissionswellenlangen korrigiert, damit 
fur beide Wellenlangen ein und dasselbe Raumelement 
ausgemessen wird. 

Erf indungsgemaS wird fiir die Abbildung des Fluoreszenz- 
lichtes unterschiedlicher Wellenlange eine Mikroskop- 
iibliche Abbildungsoptik verwandt, die Licht unter- 
schiedlicher Wellenlange mit identischer Dimensionie- 
rung abbildet. Fiir die Durchf iihrung des erf indungsge- 
maSen Verfahrens ist es jedoch auch von entscheidender 
Wichtigkeit, dafi bei beiden Wellenlangen Raumelemente 
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identischer GrofSe , identischem Intensi tat sprof il und 
identischen Raumkoordinaten ausgeleuchtet werden. Dies 
gelingt durch erf indungsgemaSe Verwendung einer Vor- 
richtung auf Seiten der Anregungsopt ik , bei der beide 
Laserstrahlen vor Eintritt in die Probe vorf okussiert 
werden, wobei entweder zwei fest eingestellte Optiken 
mit unterschiedlichen VergroiSerungswerten eingesetzt 
werden, so daS * im Ergebnis beide Wellenlange mit 
gleicher Dimensionierung und Geometrie des Strahles 
vorf okussiert werden, oder wobei eine Vorrichtung mit 
einer fest eingestellten Vorf okussierungsopt ik verwen- 
det wird, und zwar in Kombination mit einem variablen 
Strahlauf weiter fur den zweiten Strahlengang, oder, 
indem fur beide Strahlengange variabel justierbare 
Strahlenaufweiter fur die Vorf okussierung eingesetzt 
werden . 

Die Vorrichtung ist zweckmaSigerweise als kompaktes 
Doppelmikroskop ausgebildet, dessen zwei zu zwei ein- 
ander gegenuberliegenden Seiten des auszuleuchtenden 
MeSkompart iment s angeordne t en Ob j ekt ivl insenanordnungen 
entlang ihrer optischen Achsen verschiebbar sind. Die 
Optiken fur die einfallenden Lichtstrahlen und die von 
den ; Molekulen, Molekulkomplexen, Visikeln oder Zellen 
des MeSkompart iment s ausgehenden Lichtstrahlen sind fur 
jede "Halfte" des Doppelmikroskops an zwei Seiten einer 
gemeinsamen Fuhrungs- bzw. Tragervorrichtung angeord- 
net . Die ankommenden Lichtstrahlen werden jeweils iiber 
dichroitische Spiegel zu den Ob j ektivlinsen hin abge- 
lenkt. Die zuriickkommenden Lichtstrahlen durchdringen 
geradlinig diese dichroitischen Spiegel, urn iiber 
diverse optische Elemente wie Linsen, konfokale 
Elemente und Filtervorrichtungen auf einen Detektor zu 
tref f en . 
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ZweckmaSigerweise verlauft die optische Achse der auf 
die dichroitischen Spiegel auf tref f enden Licht strahlen 
rechtwinklig zur Verschiebungsrichtung der beiden 
Obj ektivlinsen . Die beiden Licht strahlen unterschied- 
5 licher Wellenlange tref fen, einander uberlagert, auf 

hintereinanderliegende Spiegel, von denen der im Strah- 
lengang erste ein dichroitischer Spiegel ist. Uber die- 
sen dichroitischen Spiegel wird einer der beiden Licht- 
strahlen abgelenkt, wahrend der andere diesen dichroi- 

10 tischen Spiegel geradlinig durchdringt, um uber den 

dahinter angeordneten Ref lexionsspiegel in die zum 
ersten Lichtstrahl entgegengesetzte Richtung abgelenkt 
zu werden. Die Ablenkungsrichtung beider Licht strahlen 
ist parallel zur Verschiebungsrichtung der Objektiv- 

15 linsen. Uber Reflexions- oder dichroit ische Spiegel 

werden die abgelenkten Lichtstrahlen wiederum ab- 
gelenkt, um die Optiken fur die ankommenden Lichtstrah- 
len zu passieren. Dieser Aufbau der optischen Elemente 
des Dbppelmikroskops hat den Vorteil, date die beiden 

20 Obj ektivlinsen zusammen mit den Optiken fur das auf das 

MeSkompart iment auftreffende und von diesem ausgehende 
Licht verfahren werden konnen, ohne daS die Lichterzeu- 
gungsquellen mitverfahren oder -verschoben werden mus- 
sen. Die Lichterzeugungsquellen, bei denen es sich ins- 

25 besondere um Laserquellen handelt, konnen entfernt vom 

Doppelmikroskop angeordnet sein; lediglich die Relativ- 
position zwischen den Lichterzeugungsquellen und der- 
jenigen Stelle des Doppelmikroskops , wo die beiden 
Lichtstrahlen ubereinandergelagert eingespeist werden, 

3 0 darf sich nicht verandem. 

Die Vorrichtung kann auch dann eingesetzt werden, wenn 
es n'otwendig ist, Fluoreszenzsignale aus dem MeSvolumen 
uber den gesamten Raumwinkel 47T zu erfassen. Dies kann 
3 5 insbesondere dann der Fall sein, wenn es darauf an- 
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kommt , bei der Erfassung eines einzelnen Molekiils alle 
ausgesandten Photoen zu erfassen. In diesem Falle wiirde 
die beschriebene Vorrichtung so verwendet, daS mit nur 
einer Anregungswellenlange gearbeitet wird, jedoch 
beide Registrierungsopt iken gemeinsam den gesamten 
Raumwinkel Att erfassen. 

Die Figur 1 veranschaul icht einen Rezeptorassay auf 
zugehorige Ef f ektormolekiile unter Verwendung Rezeptor- 
tragender Zellen, wobei die Rezeptoren spezifische 
Bindeeigenschaf ten zu einem Liganden L aufweisen. Der 
Ligand wird mit einem erf indungsgemaSen Farbstoff marker 
versehen. Erf indungsgemaS wird vorteilhaft das molare 
Verhaltnis und die Gesamtkonzentration von Rezeptoren 
und Ligand so gewahlt, daS ca. 50% der Rezeptoren be- 
setzt sind und ca. 50% der Liganden ungebunden bleiben. 
In der erf indungsgemaSen Analyse wird dies dadurch 
kenntlich, daS etwa die gleiche Anzahl emittierter 
Lichtsignale von Molekiilen schneller Translat ionsdif fu- 
sion registriert werden, wie sie von Molekiilen lang- 
samer Translationsdif fusion registriert werden (schema- 
tische Darstellung oben rechts; die linke Stufe ent- 
spricht dem freien Ligand, die rechte Stufe entspricht 
dern Rezeptor-gebundenen Liganden) . 

Bei Zusatz eines potentiellen Wirkstoffes zeigt eine 
Verschiebung des Gleichgewichtes eine Interaktion des 
fraglichen Wirkstoffes mit der spezifischen Rezeptor- 
bindung an. Im Falle eines antagonistischen Aktivators 
oder Blockers der Rezeptorf unktion wird eine Verdran- 
gung des markierten Liganden beobachtet (das Signal 
entspricht nur dem des freien Liganden) . Das gleiche 
Signal kann erhalten werden, wenn eine allostere 
Wechselwirkung des Wirkstoffes mit dem Rezeptor oder 
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mit dem Liganden eine Bindung des markierten Liganden 
verhindert . 

In entsprechender Weise kann ein potentieller Wirkstoff 
auch die Bindung eines Liganden an den Rezeptor ver- 
starken, so dafi vermehrt gebundener Ligand gemessen 
wird (rechts unten) . 

Der Assay kann auch dann durchgefiihrt werden, wenn die 
Zelle weitere Rezeptoren tragt, die nicht mit der 
spezifisch beobachteten Reaktion interf erieren . 

Wenn sich das Gleichgewicht in einer Rezeptor-Erken- 
nungsreaktion nicht schnell einstellt, kann es vorteil- 
haft sein, markierten Ligand und potentiellen Wirkstoff 
gleichzeitig um den Rezeptor kompetieren zu lassen. 

Die Figur 2 beschreibt den Einsatz potentiell unter- 
schiedlicher Rezeptoren auf unterschiedlichen Zellen, 
die jedoch moglicherweise einen definierten natiirlichen 
Liganden mit gleicher Spezifitat und Bindungsstarke 
erkennen, jedoch verschiedene Signale weiterleiten . Es 
konnten potentielle Wirkstoffe von Interesse sein, 
diese Rezeptoren gezielt zu aktivieren oder zu blockie- 
ren. Dies kann durch Mutanten/Varianten des natiir- 
lichen Wirkstoffes geschehen, als auch durch struktu- 
rell nicht verwandte Wirkstoffe. 

Zunachst werden beispielsweise die Assays fur die ent- 
sprechenden Ziel-Rezeptoren getrennt durchgefiihrt. 
Dabei gelten die in der Legende zu Figur 1 genannten 
Regeln. Ein potentieller Wirkstoff wird vornehmlich 
daraufhin untersucht, ob er effektiv spezifisch mit 
einer der untersuchten Rezeptorbindungen interagiert 
und so unterschiedliche Rezeptorf unktionen aufgetrennt 
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werden konnen (mogliche Al ternativen, unten links) . Bei 
gleichgerichteter Beeinf lussung konnen sich MeSergeb- 
nisse wie unten rechts gezeigt einstellen. 

5 Wie weiter unten an spezifischen Beispielen detaillier- 

ter erlautert werden wird, zeichnen sich erf indungsge - 
maSe FCS-Assays insbesondere dadurch aus, da£ sie nicht 
auf Antikorper-vermittelte Spezifitat beschrankt sind, 
sich fur molekulare, zellulare, Gewebe -basierende , 

10 Systeme in homogenen oder Festphasen-Assays gleicher- 

maSen eignen, daS sie die Bestimmung thermodynamischer 
Parameter (Bindekonstanten) und kinetischer Parameter 
(Geschwindigkeitskonstanten) ermoglichen, daS sie zer- 
storungsfrei die Untersuchung lebender Systeme erlauben 

15 (Zellkulturen, Gewebe) und dafi unspezif ische Wechsel- 

wirkungen mit Oberflachen keine storende Rolle spielen, 
wenn in Losung analysiert wird. 

5. Screening von pharmakologisch aktiven Sxibstanzen 
2 0 iiber die Bindung bekannter Fluoreszenz-markierter 

Liganden an unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen 
oder natiirlichen oder kiinstlichen Vesikel-Strukturen 
befinden konnen 

25 Es gibt naturliche und chemisch synthetisierte Wirk- 

stoffe mit pharmakologischer Wirksamkeit/ deren Ziel- 
molekule nicht bekannt sind. Die Zielmolekule konnen 
dabei extrazellulare Molekiile sein (z.B. Protease-Hem- 
mer) , Oberf lachen-Membran-Rezeptoren (z.B. Insulin) , 

30 losliche Rezeptoren als Mediatoren (Steroidhormon-bin- 

dende Rezeptoren) oder zellulare Strukturproteine oder 
Enzyme . 
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Erf indungsgemaS laSt sich somit die auSerst wichtige 
Aufgabe losen, zu einem bekannten Wirkstoff das pharma- 



kologisch wichtige Zielmolekiil zu finden, zu charakte- 
risieren und gegebenenf alls zu praparieren: 

Orphan - Re zept or -Suche 

Aufklarung pharmakologischer Wirkmechanismen 
Suche nach analogen Wirkstoffen 

Suche und Dif f erenzierung unterschiedlicher Rezep- 
tormolekiile , * vorzugsweise in dif f erenzierbaren 
biologischen Targets (unterschiedliche Zelldiffe- 
renzierung, Tumor /non -Tumor, krankheit sasso- 

ziiert - nicht krankheitsassoziiert etc.). 

Pharmakokinetik 

Erf indungsgemaS lassen sich auch pharmakinet ische 

Untersuchungen durchf iihren : 

nach verschiedenen Zeitintervallen nach Applika- 
tion eines bestimmten Wirkstoffes lassen sich Ge- 
webeproben oder Korperf liissigkeiten in Kompeti- 
t ionexperimenten mit Farbstof f-markierter, frisch 
zugesetzter Vergleichssubstanz analysieren. 

Dif f erenzierung von Zielmolekiilen von Wirkstoffen iiber 
die Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante des Kom- 
plexes 

Wenn ein Gemisch unterschiedlicher Wirkstof f -Rezeptor- 
komplexe mit einem UberschuS an Farbstof f-markiertem 
Wirkstoff versetzt wird, so wird annahernd jedes dis- 
soziierte Wirkstof fmolekul durch Farbstof f-markierten 
Wirkstoff ersetzt. Das Experiment kann wahlweise auch 
mit umgekehrter Markierung durchgefiihrt werden. Ein 
typisches Problem stellt beispielsweise die Analyse 
unterschiedlicher Zellinien dar # urn dif f erierende 
Rezeptoren zu detektieren (Beispiel: Tumor-Oberf lachen- 
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antigene, Protein-P bindende Rezeptortypen I, II, III). 
Typischerweise ergibt sich ein Bild wie es in Fig. 19 
dargestel t lt ist, wenn parallel viele Proben analysiert 
werden. Experimentell werden erf indungsgemaS groSe An- 
5 zahlen von Analysen parallel und/oder wiederholend uber 

einen langen Zeitraum bei langsamen Dissoziationsge- 
schwindigkeitskonstanten analysiert, indem die Bestim- 
mung des Verhaltnisses aus anfanglich gebundenetn und 
dissoziiertem Wirkstoff iterativ in alien Positionen 
10 nach festgelegten Zeit intervallen analysiert wird. Fig. I 

19 enthalt eine schematische Darstellung der Ergeb- m m 
nisse. *♦ 

Auf diese Weise lassen sich beispielsweise unterschied- I 
15 liche Rezeptoren oder antigene Determinanten bestimmen, 

die mit einem spezifischen Zielmolekiil in ein und der- 
selben Probe oder in unterschiedlichen Proben mit z.B. 
unterschiedlichen Zelltypen oder Dif f erenzierungs- 
stadien Komplexe unterschiedlicher thermodynamischer 
20 Stabilitat bilden, die sich bei haufig vergleichbaren 

GrolSen fur Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten (k R ) in 
Dissoziationsgeschwindigkeiten (k D ) dratisch unter- 
scheiden. So lassen sich uber funktionale Assays bio- 
logische Leitstrukturen fiir sogenannte "Orphan drugs" 
25 oder "Orphan receptors" nachweisen oder Mitglieder 

einer multif unktionalen Molekulf amilien . 



In der praktischen Handhabung ergeben sich insbesondere 
dadurch Vorteile, daS das Arbeiten in homogener Losung 
30 eine fur die Routineanalytik im nM-Bereich sehr kurze 

Inkubationszeit erlaubt, die praktisch nicht mehr von 
Relevanz ist (Sekunden- bis Minutenbereich) , und daS 
umfangreiche Waschschritte oder Sekundarinkubationen 
entf alien. 
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Als Probentrager werden bevorzugt Folien-Tragersysteme 
verwendet, mit denen es moglich ist, die fliissige Probe 
beruhrungsf rei und somit kontaminat ionsf rei erfindungs- 
gemaS dicht an das Objektiv heranzuf uhren (Figur 3) . 

Die Figur 3 veranschaulicht die Verwendung von Trager- 
folien mit Vertief ungen, wie sie z.B. in den Patentan- 
meldungen- PCT/EP * 89/01320 , PCT/EP 89/01387, PCT/DE91/ 
0082, PCT/DE 91/00081, PCT/DE 91/00083, PCT/DE 91/00704 
beschrieben sind oder eingesetzt werden. Die Reaktions- 
trager, die als Multi-Well-Folien bezeichnet werden, 
tragen Vertief ungen, die die Proben fur die erfindungs- 
gemaSe FCS -Analyse aufnehmen konnen . Sie werden mit 
einer zwei-dimensional positionierbaren Folien-Auf- 
nahme-Vorrichtuhg so gesteuert, daS der Boden der 
Probe- tragenden Vertiefung dicht an das Objektiv ge- 
fiihrt wird, so daS das fliissige Probevolumen nicht wei- 
ter als ca. 100 - 1000 /xm vom Objektivrand entfernt 
ist. H 2 0 ist das bevorzugte Medium zwischen Folie und 
Objektiv, auf das sich die Korrektur des Objektives 
vorzugsweise bezieht (siehe oben) . Die Folie ist 
optisch fur das Anregungslicht des Laser und das emit- 
tierte Licht klar und chemisch inert. In einer bevor- 
zugten Vorgehensweise sind die. Folien durch eine Deck- 
folie verschlossen . Folien mit einem Abstand der Ver- 
tiefungen, wie sie dem handelsublichen Mikrotitrations- 
format oder Okasaki -Format entsprechen, sind bevorzugt, 
da Pipettierautomaten fur diese Formate am Markt in 
grofier Zahl verfiigbar sind. Folien als Reakt ionstrager 
sind daruberhinaus wenig umweltbelastend, leicht zu 
entsorgen und im verschlossenen Zustand raumsparend 
archivierbar . 



6, Analyse ionischer Molekule 
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Geladene Molekule (Kationen und Anionen) lassen sich 
spezifisch innerhalb des MeSkompart imentes des erfin- 
dungsgemaSen Verfahrens durch Einsatz einer "elek- 
trischen Falle" analysieren. Dies kann z.B. dadurch 
geschehen, da£ ein molekularer Flufi durch das Mefikom- 
partiment induziert wird, wobei mit oder ohne Uberlage- 
rung durch einen mechanisch induzierten Flu£ ein elek- 
trisches Feld fur eine Konzentrierung bestimmter 
ionischer Molekule im Beobachtungskompart iment sorgt , 
bzw. ein einzelnes Molekiil gerichtet in das Komparti- 
ment transport iert wird. Dies kann sowohl durch ein 
gleichgerichtetes Feld, z.B. zwischen den Austritts- 
enden zweier Kapillaren mit einer Feldstarke im Bereich 
von etwa 1 V/l /xm erreicht werden. Es gelingt erfin- 
dungsgemaS auch, ein oder mehrere eingefangene Molekule 
im Beobachtungskompartiment in einem elektrischen 
Wechselfeld oszillieren zu lassen, sobald es oder sie 
in dieses Volumenelement eingetreten sind (siehe 
unten) . 

Technische Beschreibung der erf indungsgemaSen 

Vorrichtung 

7 • Optik 

Das erf indungsgemaSe Verfahren ist technisch mit einer 
qualitativ hochwertigen Mikroskopoptik bezuglich der 
Bildqualitat des Fokus durchf iihrbar . Insbesondere das 
Linsensystem vor dem Austritt des Anregungslichtes muS 
chromatisch und spharisch korrigiert sein. Bevorzugt 
eingesetzt wird das System Neofluar der Firma Zeiss, 
Oberkochen, Deutschland, mit hoher Apertur a 1,2 N.A 
fur den Einsatz mit und ohne Deckglas oder Trennfolie. 
Der Arbeitsabstand betragt 0,17-0,9 mm. Das Objektiv 
ist fur Wasser korrigiert und bietet bei maximalem 
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Arbeitsabstand eine maximale Apertur. Olimmersions- 
objektive sind schlechter geeignet. Die Lichtmenge wird 
erf indungsgemaS durch eine konfokale Lochblende in der 
Objektebene nach dem Mikroskopob j ekt iv begrenzt. 

5 

8 . Laser-Lichtquelle 

Als Laser-Lichtquelle fur Wellenlangen von > 200 
1000 nm werden bevorzugt kont inuierliche Laser ein- 

10 gesetzt, insbesondere Laser des Typs Argon, Krypton, 

Helium-Neon, Helium- Cadmium, und modulierbare Dioden- 
laser (Rot- bis Infrarot-Bereich) mit der Moglichkeit 
der jeweiligen Frequenzverdopplung . Erf indungsgemaS ist 
auch der Einsatz hochfrequent gepulster Laser von s> 10 

15 MHz moglich. 

9 . Laserintensi tat 

Die Laserintensitat ist mit 0,5 mW bereits so stark, 

2 0 daS einige Prozent der Farbstof f molekule im Beobach- 

tungsvolumen angeregt sind. Mit einer Laserintensitat 
von 5 mW betragt der prozentuale Anteil der angeregten 
Molekule bereits 50 %. Eine weitere Steigerung der 
Lasjsrleistung erscheint somit fur die Steigerung der 
25 Lichtausbeute nicht mehr sinnvoll. 

10. Luminophor 

Als kopplungsf ahige Luminophore bzw. Fluoreszenzf arb- 

3 0 stoffe kommen eine groSe Reihe moglicher Farbstof f- 

grundstrukturen sowie Oligomere dieser Farbstoffe in 
Frage, wie sie seit langer Zeit fur f luoreszenzspek- 
troskopische Nachweisverf ahren eing.esetzt werden. Be- 
vorzugte Farbstoffe sind solche, die entweder nicht 
35 selbst zu spezifischen und interf erierenden Wechselwir- 
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kungen mit Zielmolekiilen beitragen, oder wie in der 
P 42 34 086.1 vorgeschlagen (Henco et al . ) gezielt 
unter Ausnutzung spezifischer Bindeeigenschaf ten wie 
der Fahigkeit zur Nukleinsaure -Doppel Strang- Interkala- 
5 tion eingesetzt werden. 

Die eingesetzten Farbstoffe haben bevorzugt einen Ab- 
sorptionskoef f izienten zwischen etwa 30.000 und 100.000 
bei einer Quantenausbeute von 0,1 - 1. 

io : . : 

• • • • 

Bewahrt haben sich z.B. Farbstoffe aus der Reihe der /•*•, 
Coumarine oder Rhodamin B-Derivate mit hohem Anteil *••*•" 
hydrophiler Reste zur Verhinderung hydrophober Wechsel- 
wirkungen oder Farbstoffe auf der Basis von Thiazol- I I 

• V • • 

15 Orange-Grundstrukturen mit der Fahigkeit der Interkala- •••• 

tion in Doppelstrange . 

Fur das erf indungsgemaSe MeSverfahren ist die Resistenz 
der Farbstoffe gegen die Licht-induzierte Ausbleichung 

20 (Bleichstabilitat ) eine wichtige Eigenschaf t . Sie ist 

allerdings, wie oben erwahnt, nicht mehr von iiberragen- 
der Bedeutung fur die Durchfuhrung der Messung, da sich 
bei dem erf indungsgemaSen Einsatz sehr kleiner MeSvolu- 
mina die MeSzeiten urn GroSenordnungen verkurzt haben 

25 gegenuber ca. lOOOfach groSeren MelSkompartimenten . 

11. Bedeutung des Triplettzustandes 

Erf indungsgemaS bevorzugt sind Farbstoffe, die nicht 
30 zur Ausbildung von Triplett-Zustanden neigen. 

Bei der Auswahl der Farbstoffe ist es von grofier Wich- 
tigkeit, solche Farbstoffe auszuwahlen, die eine sehr 
geringe Tendenz haben, Triplett-Zustande auszubilden. 
3 5 Jeder eingenommene Triplett-Zustand erhoht die Wahr- 



scheinlichkeit der chemischen Reaktion, liefert kein 
oder ein Signal ungewunschter Wellenlange und ver- 
langert den Zeitraum bis zur Bereit schaf t , erneut in 
den Singulett -Zustand angeregt zu werden. 

Werden als Markierung Farbstof f mult imere eingesetzt, 
insbesondere basierend auf hydrophilen Farbstoffen wie 
bestimmten Coumarin-Derivaten, so lafit sich die MeSzeit 
erheblich verkiirzen. Die groSere Anzahl einzelner MeiS- 
werte fuhrt dazu, daS weniger Ereignisse einer Molekiil- 
passage durch das MeSelement verfolgt werden mussen, urn 
eine hinreichende MeSgenauigkeit zu erhalten. 

12 . MeSkompartimente 

Die MeSkompartimente mussen gemaS der Figur 4 100 
1000 fim an das Ausgangsobj ektiv der Laser- fokussieren- 
den Optik herangefiihrt werden. Dies geschieht im ein- 
fachsten Falle durch einen am Obj ektiv selbst hangenden 
Tropfen, deir die zu analysierenden Molekiile enthalt. 
Eine solche MeSanordnung ist nur fur wenige Analysen 
einsetzbar, da hier die Kontaminationsgef ahr zwischen 
verschiedenen Proben grofi ist. Einsetzbar sind Techni- 
ken vergleichbar denen der konventionellen Mikroskopie 
mit Deckglas und 01 immersion. Das erf indungsgemaSe Ver- 
fahren benutzt Wasserimmersion und sehr dunne Glas- 
oder Kunststof f olien, urn die wafirige Probe von der 
Optik zu trennen. Die Folien konnen gleichzeitig zum 
VerschluS der darunterliegenden Kompartimente in Form 
flachiger Trager oder in Form von Kapillaren dienen. 

Fur die Anwendung zum Screening groSer Probenzahlen, 
wie sie sich bei Experimenten zur evolutiven Optimie- 
rung von Biopolymeren ergeben, werden auch Membranen 
eingesetzt, die zur Probenseite gerichtet chemisch 
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modif iziert sind. Bevorzugte Modif izierungen sind Ober- 
flachenstrukturen mit spezif ischen Bindungseigenschaf - 
ten wie z.B. lonenaus tauschereigenschaf t zur Fixierung 
von Nukleinsauren und/oder spezifischen Bindeeigen- 
5 schaften gegeniiber Proteinen wie Ant ikorperbeschichtung 

oder die Beschichtung mit Chelatbildnern, insbesondere 
NTA (Nitrilotriessigsaure) oder IDA ( Iminodiessigsaure ) 
zur gezielten Fixierung rekombinanter Proteine oder 
Peptide mit bindenden Oligopept iden wie (His) 6/ die mit 
10 hohen Bindungskonstanten (k ass a 10 10 ) uber Metallchelate t 

an Oberflachen gebunden werden konnen, urn sie auf ihre # # 
jeweiligen Wechselwirkungseigenschaf ten mit Zielstruk- • 
turen zu analysieren. 

15 13. Molekulfalle 

Eine andere Moglichkeit zur beschriebenen Erfassung 
einzelner Molekiile in kleinen Volumenelementen besteht 
in dem erf indungsgemaSen Einsatz einer Molekulfalle 
20 unter Zuhilfenahme eines elektrischen Feldes, die spa- 

ter beschrieben werden soli. Diese Analyse kann aller- 
dings nur auf Molekiile, die mit dem elektrischen Feld 
in ' Wechselwirkung treten, wie ionisierte Molekiile ange- 
wendet werden. 

25 

14, Registrierung 

Die Registrierung der Mefisignale erfolgt vorzugsweise 
uber die Optik eines Fluoreszenzmikroskopes mit Einzel 
3 0 photonenzahlung, wobei bevorzugt ein Lawinendioden- 

detektor zum Einsatz kommt . Bewahrt hat sich z.B. der 
Einsatz des SPC-100 und SPC-200 des Herstellers EG & G. 
Die Signalanalyse erfolgt mit ' einem digitalen Korrela- 
tor oder Vielkanalzahler MCS . 



35 
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Verfahren und Applikation 

15. Charakterisierung von Molekiihlen 

5 Die Korrelationsmethode gibt direkt AufschlulS iiber drei 

charakterist ische Molekulgroteen, die Anzahl (N) , den 
Translationsdif f usionskoef f izienten D t und den Rota- 
t ionsdif f usionskoef f izienten D r . Beide sind eine Funk- 
tion der Molekulgrofee und -gestalt (d.h. Radius, Form 

10 und Volumen) und geben AufschluS iiber Veranderung des 

Molekiils z.B. durch enzymatische Spaltung oder Kom- 
plexierung mit anderen Liganden etc. Da die Messung der 
zur Diffusion korrelierten Dif f usionszeiten erfindungs- 
gemaS schnell und empfindlich durchgefuhrt werden kann, 

15 lafit sich die Methode zur Analyse der MolekulgroSen und 

ihrer Verteilung in einer Population in Losung ohne die 
Notwendigkeit einer chromatographischen Auf trennung 
verwenden. 

20 16. Bestimmung von Bindungskonstanten 

Wie R. Rigler gezeigt hat, ergibt die Analyse der 
Korrelationsfunktion fur miteinander reagierende Mole- 
kiile, daS durch Messung der Molekiilzahl N und der Ge- 

'25 wichtsf aktoren der charakteristischen Dif f usionszeiten 

die Wechselwirkung bestimmt werden kann. Fur den Fall, 
dafi der Wert der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante 
langsamer als die Dif f usionszeit ist, was iminer bei 
spezifischen Reaktionen der Fall sein wird, ist die 

3 0 Korrelationsfunktion durch die Summe der gewichteten 

Dif f usionszeiten gegeben : 



Git) = l + l/N(x(l + t/T x ) - x +y (l+t/r y ) - 1 ) 



0 
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wobei x, y und r x , r y der Anteil und Dif f usionszei ten 

von Molekul X und Y sind. r = cj 2 /7 _, . ^ . „ , . 

/D. oj ist der Radius 

des Probenvolumens und D die Dif f usionskonstante . 

Fur den Fall, da£ Reakt ionsgeschwindigkeit skonstanten 
schneller als die Dif f usionszeiten sind, wird die 
Korrelat ions funkt ion 

G(t)= 1 + 1/N (l + 4<D>t/oj 2 ) - 1 

wobei <D> = xD x + yD y ist. 

Sind D x und D y verschieden, so kann auf einfache Weise 
ohne molekulare Trennverfahren, wie sie in sog. inhomo- 

15 genen Assays ublich sind, die Bindung von einem (klei- 

nen) Liganden an ein groSes Zielmolekiil als Rezeptor 
(Protein, Nukleinsaure , Antikorper) verfolgt werden. 
Entsprechende Zusammenhange lassen sich auch fur die 
Rotationsdif f usionskoef f izienten . bzw. Rotationsdif f u- 

20 sionszeiten ableiten. Die hohe MeSempf indlichkeit iiber- 

steigt Radioisotop-Methoden, wie sie aus den Techniken 
der Radioimmunoassays (RIA) bekannt sind. Diese sind 
nur bei Markierung mit hoher spez . Radioaktivitat 
gleichwertig. Molekul -Trennverfahren und aufwendige 

25 Kalibrierung entfallen bei der erf indungsgemaSen Durch- 

fiihrung. Die Korrelat ionsmethode stellt somit eine 
Alternative zum heute verwendeten Radioimmunassay dar. 
Entsprechend der oben beschriebenen Technik wird an- 
stelle des radioaktiv markierten Antigen-Reagens ein 

30 f luoreszenzmarkiertes Antigen eingesetzt, dessen Bin- 

dung an einen . Antikorper in homogener Phase oder in- 
homogener Phase (Festphasen-gekoppelt ) in Kompetition 
mit dem zu bestimmenden Antigen, analysiert wird. Ein 
Vorteil des erf indungsgemaSen Verfahrens beruht darauf, 

35 daS auf unerwunschte Radioaktivitat bei gleichzeitiger 
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Erhorung der Sensitivitat der MeSmethode verzichtet 
werden kann . 

17 • Enzyiaatische Reaktionsprodukte 

5 

Dort , wo enzymatische Katalyse zu einer Veranderung der 
Molekulstruktur und des Molekiilgewichtes f uhrt , lafit 
sich die Entstehung von Reakt ionsprodukten iiber die 
Veranderung der Molekiilzahl und Dif f usionszeiten ver- 
10 folgen. Typische Anwendungen sind Replikation und Spal- J 

tung von Nukleinsauren, Spaltung von Proteinen und Pep- I 
tiden, aber auch die Selektion katalyt ischer Antikor- 
per . 



18. Molekiildynamik in Membranen und Zellen 

Die Moglichkeit, die Rotationsdif fusion groSer Molekiile 
in viskoser Umgebung durch die FCS-Methode zu messen, 
ist von besonderer Bedeutung fur die Analyse der Dyna- 
mik spezifischer Rezeptoren an Zelloberf lachen, aber 
auch im Zellinneren. Gleichzeitig laSt sich die Bindung 
markierter Liganden durch Messung von Rotationsdif fu- 
sion und Translationsdif fusion an Zellstrukturen, wie 
Rezeptoren u.a. messen. Beispiele hierfiir sind Neuro- 
transmitter, Gewebef aktoren wie Wachstumshormone , aber 
auch kationische Liganden wie Ca 2+ . 

Das erf indungsgemaSe Verfahren kann auch unter Beteili- 
gung nicht oder sehr langsam f luktuierender Molekiile 
durchgef iihrt werden. Dies ist beispielsweise dann ge- 
geben, wenn in hochviskosen Medien gemessen wird, in 
Gel-Matrizes oder Gewebeverbanden, unter Verwendung 
fester Phasen oder unter Beteiligung sehr groSer Mole- 
kiil-Komplexe oder Zellen. 

Uberraschenderweise lassen sich Zellen trotz ihrer 
groSen Masse noch in einer waSrigen Suspension vermes- 
sen. Brown' sche Bewegung und Turbulenzen sind hin- 
reichend groS, um z.B. ein Membran- Segment mit ihren 
Rezeptoren in das Mefivolumen hinein und wieder hinaus- 
zubewegen, ohne dafi es zu storenden Ausbleicherschei- 
nungen der Farbstoff marker kommt . Die schematische 
Figur 5 stellt die erf indungsgemaSe Messung nahezu 
stationarer Molekiile dar. Sie konnen sich z.B. wie 
durch das Rechteck angedeutet als Membranrezeptoren auf 
einer immobilisierten Zelle (Rechteck) befinden. Das 
Koordinatenkreuz veranschau licht. die erf indungsgemaSe 
Analyse auch nicht -f luktuierender Molekiile durch er- 
zwungene relative Bewegung des MeSvolumens gegeniiber 



dem stationaren Element. Dies kann durch eine relative 
Veranderung der Laserkoordinaten, der Koordinaten des 
Mefevolumens oder der Koordinaten des Probenvolumens 
oder einer Kombination daraus geschehen. 

Bei stark eingeschrankter Fluktuation oder bei statio- 
nar gebundenen Farbstof f markern muS erf indungsgemaS 
eine Fluktuation' gegenuber dem Mefivolumen erzwungen 
werden. Dies gelingt durch erzwungene Bewegung des 
Proben- und des darin enthaltenen MeSvolumens (z.B. 
Vibration, FluS) und/oder eine kont inuierliche oder 
diskontinuierliche Veranderung der Ortskoordinaten des 
MeSvolumen innerhalb des Probenvolumens. Dies geschieht 
vorzugsweise durch eine Veranderung des Fokus und/oder 
durch eine Veranderung der Position des ausgeleuchteten 
Volumenelementes. Im speziellen Fall eines ortsfesten 
Markermolekiils bestimmt ausschlieSlich die so erzwun- 
gene relative Bewegung gegenuber den Ortskoordinaten 
des MeSelementes die "scheinbare" Translat ionsdif fusion 
des gebundenen Farbstof fes. Urn eine Diskriminierung von 
Farbstof fmolekulen zu erreichen, die an nicht ortsfeste 
Molekiile gekoppelt sind, muS die erzwungene relative 
Bewegung langsamer sein, als die der nicht ortsfesten 
Molekiile. 

Die beschriebene erf indungsgemaSe Vorgehensweise ist 
dann moglich, wenn die Zeit der Translationsdif fusion 
des langsam dif f undierenden Komplexes fur die Analyse 
nicht von Interesse ist, sondern nur die absolute oder 
relative Anzahl der damit verkniipften Farbstof f marker . 
Dies ist z.B. bei der Bestimmung von Rezeptor-Bindungs- 
konstanten an Zellkulturen oder in Geweben der Fall. 

Die erf indungsgemaSe Methode erlaubt in besonders vor- 
teilhafter Weise die Messung von Molekul- und/oder 
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Zell -Mobilitaten . Derartige Bestimmungen sind tech- 
nisch, biologisch und medizinisch von groSem Interesse 
und haufig nur durch technische Spezial -Methoden mog- 
lich, die keine weite Verbreitung gefunden haben. Als 
ausgewahlte erf indungsgemalSe Beispiele seien genannt, 
die Mobilitatsbest immung von Spermien zur Fertilitats- 
bestimmung, die Beweglichkeit von Makrophagen, die 
Aktivitat kontraktiler Elemente, die Beweglichkeit von 
Membranproteinen in naturlichen oder kunstlichen Mem- 
branen, die Beweglichkeit passiv oder aktiv transpor- 
tierter Molekiile . Dies geschieht in bevorzugter Weise 
durch Markierung der interessierenden Zellen, Molekiil- 
komplexe oder Molekiile durch spezifische Farbstof f-mar- 
kierte Liganden wie markierte Antikorper oder Antikor- 
per-Derivate oder durch direkte Markierung mit einem 
Farbstof f marker . 

Ein entscheidender Vorteil der erf indungsgemaSen Vor- 
gehensweise ist die Moglichkeit des Screenings von 
pharmakologisch aktiven Substanzen iiber die Bindung 
bekannter Fluoreszenz -markierter Liganden an an sich 
unbekannte Rezeptoren, die sich auf Zellen oder natur- 
lichen oder kiinstlichen Vesikel-Strukturen befinden 
konnen. Gegenwartig ist es eine bevorzugte Forschungs- 
richtung bei der Suche nach Rezeptor-bindenden Wirk- 
stoffen, zunachst bestimmte Rezeptoren wie die Familie 
der Protein-Kinase Rezeptoren zu klonieren und geson- 
dert zu exprimieren. Diese Zielstrukturen werden sodann 
individuell z.B. in ELISA-Platten immobilisiert und im 
Rahmen von ELISA-Assays analysiert. Hierzu ist ein be- 
trachtlicher Forschungs- und Personalauf wand notwendig, 
wobei noch die Gefahr hinzukommt , dafi ein klonierter 
und isoliert exprimierter Rezeptor seine Funktionalitat 
oder Spezifitat verandert oder einbuSt. 
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Gema£ Fig. 1, 2) ist es im erf indungsgemaSen Falle mog- 
lich, auf die Klonierung von Rezeptoren vollstandig zu 
verzichten. Es lassen sich Zellen oder Zellf ragmente 
naturlicher Zellen oder klonierter Zellen einsetzen, da 
5 Rezeptoren nur in Konzentrationen, deren Werte im Be- 

reich der reziproken Bindekonstante fur die spezifische 
Ligandenwechselwirkung liegen, eingesetzt werden mus- 
sen. Damit ist auch die Gefahr unspezif ischer Wechsel- 
wirkungen mit anderen Liganden oder Rezeptoren unter- 
10 druckt , die bei hohen Konzentrationen von Reaktanden I 

auftreten konnen . Somit stort die Anwesenheit anderer • 
Rezeptoren den Assay nicht . *• 

Werden verschiedene Zellen/Zellinien in einem Assay mit ; 

15 einem einzigen markierten Liganden-Typ eingesetzt, las- 

sen sich unter Umstanden auch iiber Kompetition mit 
Mutanten bzw. Varianten des bindenden Liganden Unter- 
schiede im funktionalen Verhalten der Rezeptoren unter- 
scheiden. Eine dif f erenzierte Rezeptorf unktion scheint 

20 gegeniiber ein und demselben Effektor in unterschied- 

lichen Geweben ein nicht seltener Regulationsmechanis- 
mus zu sein (z.B. TNF, Kinine) (siehe Fig. 2). Pharma- 
kologisch kann dieser Effekt durch Einsatz selektiver 
Ligandenvarianten genutzt werden, die nur einen Rezep- 

25 tortyp erkennen. 

Zellen eines MeSkompartimentes konnen in situ und weit- 
gehend zerstorungsf rei analysiert werden. Dies ist be- 
sonders fur pharmakokinetische Untersuchungen von Rele- 
3 0 vanz . 

19 • Kinetische Reaktionsparameter 
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Die Moglichkeit, Dif f usionszeiten in Bruchteilen von 
Sekunden zu bestimmen, erlaubt die kinetische Wechsel- 
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wirkung zweier Molekiile mit hohen Assoziat ionskonstan- 
ten zu analysieren und Rekombinations- und Dissozia- 
tionsgeschwindigkeitskonstanten zu bestimmen. Dies ist 
von besonderem Interesse fur die Charakterisierung der 
Wechsel wirkungen hoher biologischer Spezif izitat , wie 
Ant igen-Ant ikorper- , Ligand/Rezeptor- Wechsel wirkung 
u.a. Die Analyse besonders langsamer Prozesse mit Kon- 
stanten bis 10" 6 "s" 1 ist ohne weiteres moglich, wegen 
des dem erf indungsgemaSen Verfahren innewohnenden Vor- 
teils der Selbstkalibrierung (Fig. 19) . 

20. Detektion einzelner Molekiile 

Die hohe Empf indlichkeit der MeSmethode laSt die Beob- 
achtung einzelner Molekiile in ihrer Bewegung durch min- 
destens einen detekt ierenden Laserstrahl zu. Durch die 
Benutzung von sogenannten "Molekultrichtem" in Form 
von speziellen Glaspipetten mit Offnungen von <; 1 /im 
lassen sich einzelne Molekiile in einen Laserstrahl mit 
einem Durchmesser zwischen 1-5 ixm durch FluS einbrin- 
gen. Durch die Einwirkung elektrischer Felder wird die 
Brown' sche Molekularbewegung so stark eingeengt, daS 
jedes Molekiil das Intensitatsmaximum des Laserstrahls 
passiert. Die Anordnung der optischen Einheiten mit 
einander gegeniiber gelegenen Detektoren und Immersions - 
optik garantiert sehr guten PhotonenfluS und Detek- 
tionsgenauigkeit bzw. Detekt ionsef f izienz der in alle 
Raumrichtungen emittierten Lumineszenz (Figur 6). Die 
Anordnung eignet sich zum Beispiel zur Analyse von 
Sequenzen einzelner DNA oder RNA-Molekiile unter Zu- 
hilfenahme exonukleolytischer Degradation (J.H. Jett et 
al . , US 4,962,037), aber auch zur Erfassung einzelner 
mit Markierung und Ladung versehener Molekiile . 
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21. Detektion einzelner Molekiile durch Einsatz elek- 
trischer Molekiilf alien im statischen Feld oder im 
Wechself eld 

5 Einzelne ionisierte Molekiile lassen sich auch durch er- 

zwungene, gerichtete Translation im elektrischen Feld 

im Beobachtungsvolumenelement festhalten. Alternativ 

laSt sich die einmalige oder wiederholte Translation 

durch das Volumenelement erzwingen. Dies geschieht be- 

10 vorzugt in einer Anordnung, die in Figur 6 schematisch ; • 

• • • • 

gezeigt ist. Ein FluS von Molekulen durchlauft ein •••• 
groSeres Probenvolumen in dessen Zentrum sich das Beob- 
achtungsvolumen bef indet . Durch ein elektrisches Feld, • 
statisch oder als Wechselfeld, laSt sich die Wanderung J ## **j 

15 geladener Molekiile durch das Beobachtungselement er- 

zwingen. Damit lassen sich Molekiile quasi fokussieren. 
Diese "Molekiilf okussierung" ist dann von Bedeutung, 
wenn sich im Gesamtvolumenelement nur ein oder wenige 
Molekiil (e) bef inden, die es quantitativ zu erfassen 

20 gilt. 

Dazu wird bevorzugt das Probenvolumen als Mikrotropfen 
zwischen den Offnungen zweier Mikrokapillaren fixiert, 
wie sie von B. Sakmann und E. Neher beschrieben wurden . 

25 Die Kapillaren sind mit einer leitfahigen Metallschicht 

bedampft, bevorzugt ( Gold auf Chromgrundierung, die an 
den Offnungen der Kapillaren mit dem waSrigen Puffer- 
system in Kontakt stehen. Das MeSelement bef indet sich 
innerhalb des Probentropf chens , wobei das Ausgangs- 

3 0 objektiv des Mikroskops mit dem Tropfen in direktem 

Kontakt steht oder durch eine Folie von dem Objektiv 
getrennt ist. 



35 



Ist ein einzelnes Molekiil oder ein Molekiilkomplex nach 
dem Austritt aus dem Kapillarende einmal im MeSelement 
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erfaSt, lassen sich auch kinetische Daten erhalten. Es 
ist technisch nicht aufwendig, in dem kleinen Volumen- 
element einen Feld- oder Temperatursprung zu realisie- 
ren. Wenn Reakt ionskomplexe einen Wien-Effekt zeigen 
5 oder eine hinreichende Reakt ionsenthalpie aufweisen, 

lassen sich diese Parameter in Relaxat ionsverf ahren 
nutzen, z.B zur Bestimmung von Reakt ionsgeschwindig- 
keitskonstanten . * 

10 Das Prinzip der Einzel-Molekiildetekt ion mit einer J 

tragerf reien, elektrisch vermittelten Konzentrat ion von • 
geladenen Molekiilen wie z.B. Nukleinsauren im MeSvolu- *• 
men ist von erheblicher Bedeutung bei der Analytik von 
Einzelmolekulen in hochverdiinnten Losungen. Dabei sind j* 

15 zwei Aspekte von herausragender Bedeutung: der erfin- 

dungsgemafie aktive Transport eines oder weniger Mole- 
kule aus einem groteeren Probenvolumen von 10 - 1000 fil 
in das MeSvolumen von ca. 10' 9 /xl bedeutet eine Konzen- 
trierung urn den Faktor 10 10 bis 10 12 (Fign. 20, 21) . 

20 

Ein Molekiil pro ml bedeutet eine Konzentrat ion von ca. 
10* 21 M. Dies bedeutet bei einer beschriebenen Konzen- 
trierung im MeSvolumen eine Endkonzentration von 10" 9 
M. Damit laSt sich wie im Abschnitt DNA-Analytik be- 
25 schrieben, eine Hybridisierung mit gleichzeitig aufkon- 

zentrierten, Farbstof f -markierten Sonden bei schnellen 
Reaktionsgeschwindigkeiten durchf uhren . 

Fur die Diagnostik bedeutet dies einen bemerkenswerten 
30 Fortschritt. Es lassen sich auf diese Weise Diagnosen 

bislang nicht realisierter Sensitivitat durchfuhren, 
insbesondere unter Verzicht auf enzymatische Amplifi- 
kationsverf ahren und der damit verbundenen Problematik 
wie der Kontaminat ionsgef ahr durch Amplif ikationspro- 
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dukte. Dies ist fur die Bakterien und Virusdiagnost ik 
von besonderer Bedeutung. 

Wenn sich die Viren oder Bakterien in verdunnten Losun- 
5 gen befinden und nicht durch einen groEen UberschuS, 

ebenfalls negativ geladener, Begleitnukleinsauren ver- 
unreinigt sind, kann die Analyse ohne vorherige Abtren- 
nung kontaminierender Nukleinsaure erfolgen. Dies ist 
z.B. bei forensischen Analysen der Fall, wenn geringste 
10 Mengen biologischen Materials genetisch analysiert wer- •••• 

den sollen. In der klinischen Analytik ist dies bei 
zellfreien Uberstanden von Korperf liissigkeiten wie z.B. • 
Sputum, Urin oder Plasma der Fall. 

• • • • 
• • • • 

15 Eine groSe Menge von Begleitnukleinsauren kann fur den •••• 

Konzentrat ionsprozeS und die nachfolgende Hybridisie- 
rung storend sein. Die Nukleinsaure lafit sich jedoch 
zuvor z.B. fiber spezifische Hybridisierungsverf ahren an 
reichern. Dabei werden z.B. durch einen UberschuS von 

20 Festphasen-gekoppelten Gegenstrangsonden, die im mola- 

ren UberschuS angeboten werden und vorzugsweise nicht 
mit der Sonde homolog sind, bestimmte Nukleinsauren aus 
einem groSen Volumen extrahiert und so von kontaminie- 
renden Begleitnukleinsauren getrennt . Nachfolgend wer- 

25 den die Nukleinsauren wieder freigesetzt, urn sie erfin- 

dungsgemaS im Mefivolumen zu konzentrieren . 

Prinzipiell lassen sich auch andere Molekiile mit Hilfe 
der erf indungsgemaSen elektrischen Falle im MeSvolumen 

30 konzentrieren. Bedingung ist ein spezifischer Ladungs- 

charakter des Zielmolekuls , der entweder wie im Falle 
der Nukleinsauren eine intrinsische Eigenschaft der 
Molekiile ist, oder eine Ladung, die durch Milieubedin- 
gungen etabliert wird oder eine Ladung die durch Reak- 

3 5 tion mit einem bestimmten Liganden erzeugt wird. 
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In einer erf indungsgemafi bevorzugten Verf ahrensweise 
kann die spezifische Farbstof f -markierte Sonde oder der 
markierte Ligand bei nicht -Nukleinsaure-Nachweisreak- 
tionen so konstruiert sein, date die Nachweismolekule 
5 nur dann durch Vermittlung des elektrischen Feldes in 

das Mefisegment transport iert werden, wenn die spezi- 
fische Komplexbildung bereits erfolgt ist. Dies ge- 
schieht erf indungsgemafi dadurch, dafi die nicht -kom- 
plexierte Sonde ungeladen ist oder sogar eine entgegen- 

• • • • 

10 gesetzte Ladling aufweist in Hinblick auf das Zielmole- •••• 

kill und den im Mefivolumen anzureichernden Komplex aus *••••* 

Rezeptor-Target und Ligand. • 

• • • » 

• * 

22. PNA (Proteirx-like nucleic acid) 

15 

Erf indungsgemafi besonders geeignet sind Molekule, deren 
Bindungsverhalten an Nukleinsauren dadurch besonders 
fest ist, dafi sie ungeladen sind oder sogar iiber eine 
dem Phosphat-Riickgrat entgegengesetzte Ladung zu einer 

20 elektrostatischen Stabilisierung eines Komplexes bei- 

tragen. Molekiile, die zu einer Hybrilisierung fahig 
sind, mussen nicht unbedingt chemisch den Charakter 
eiher Nukleinsaure haben; Es sind sogenannte PNA-Mole- 
kiile beschrieben worden, die sich erf indungsgemafi be- 

25 sonders vorteilhaft einsetzen lassen. 



Im Falle eines Nukleinsaure-Targets grofierer Ketten- 
lange ist dies dadurch zu erreichen, dafi die negative 
UberschuSladung des Zielmolekuls die elektrische Ladung 
30 und das elektrophoretische Trennverhalten bestimmt und 

z.B. eine entgegengesetzt Ladung eines Sondenmolekuls 
iiber kompensiert. Auf diese Weise kann es erreicht 
werden, dafi gezielt nach erfolgter Hybridisierung die 
"komplexierten Zielmolekiile im Mefisegment konzentriert 
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werden, wahrend der UberschuS der markierten Sonden- 
molekiile aus dem MeSsegment entfernt wird. 

Das erf indungsgemaiSe Verfahren erlaubt beispielsweise 
auch den direkten Nachweis einzelner Viruspart ikel in 
einem Volumen von ca. 100 pil - 10 ml (das entspricht 
10" 20 - 10" 22 M) Serumf lussigkeit ohne enzymat ische 
Nukl e ins aure-Amplifikat ions verfahren . 

Fiir den hier als Beispiel dienenden positiven Nachweis 
auf Nukleinsaure-Basis aus Serumproben miissen vorzugs- 
weise die folgenden Vorausset zungen gegeben sein: 

Die genannte Menge Serumf lussigkeit muS mindestens 
ein Virion mit fiir eine Hybridisierung zugang- 
licher Nukleinsaure (DNA oder RNA) enthalten. 

Die Losung muS eine erf indungsgemaSe hochspezifi- 
sche Nukleinsaure-Sonde als Nachweisreagens mit 
Fluoreszenz-Markierung enthalten. Die Lange der 
Sonde muS so gewahlt werden, daS hohe Spezifitat 
bezuglich der Zielsequenz gewahrleistet ist, da im 
Serum moglicherweise im hohen molaren UberschuS 
RNA-Molekiile auftreten konnen. 

Bei der Wahl der Lange muS die Stabilitat der Bin- 
dung der Sonde an die komplementare RNA oder DNA 
berucksichtigt werden. Die Dissoziationsgeschwin- 
digkeit sollte moglichst unterhalb von 10" 5 sec" 1 
liegen. Das bedeutet, daS das Hybrid ca. einen Tag 
stabil bleibt, auch wenn die freien Sonden-Mole- 
kiile entfernt sind, d.h. wenn das Gleichgewicht 
bei einer angenommenen Konzentration von 10" 20 M 
voll standig auf Seiten der dissoziierten Molekule 
liegt. Dies geschieht erf indungsgemaS, wenn die 



freien Sonden spater durch Elektrophorese vorzugs- 
weise bis auf 10" 20 M ausgedunnt werden. 

Die Sonde muS bei der Hybridisierung in so hoher 
Konzentration vorhanden sein, da£ Assoziation und 
Hybridisierung innerhalb yon Sekunden bis Minuten 
erfolgen. Niedrige Konzentrationen konnen erfin- 
dungsgemaS eingesetzt werden, wenn dem Hybridi- 
sierungsmedium die unten diskutierten Substanzen 
zur Beschleunigung der Assoziation zugesetzt wer- 
den . 

Die Sonde wird mit mindestens einem, vorzugsweise 
mehreren erf indungsgemaSen Fluoreszenz -Farbstof f en 
chemisch verknupft. Die elektrophoretische Beweg- 
lichkeit der freien Sonde sollte sich von der der 
komplexierten Sonde unterscheiden . Dies gelingt in 
einfacher Weise durch Ausnutzung von GroSenunter- 
schieden oder Unterschieden in der Konformation 
oder erf indungsgemaS durch den Einsatz von Sonden- 
derivaten mit modif iziertem, neutralem oder posi- 
tiven Ladungscharakter . 

Die erf indungsgemaSe Analyse erfolgt in der erf indungs- 
gemaS beanspruchten Apparatur durch Kombination mit 
einer speziellen elektrophoretischen Einheit, die in 
einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm beschrieben wird. 

Sie besteht aus einer Elektrophoresezelle mit Kapillar- 
ausfluS (Durchmesser ca. 10" 3 mm) und ist mit der er- 
f indungsgemaSen Einzelmolekiil -Fluoreszenszapparatur 
(FCS) kombiniert . 

Die Abb. 12 beschreibt schematisch eine bevorzugte Aus- 
f iihrungsf orm einer Elektrophoresezelle. Sie enthalt (1) 



mindestens eine Offnung fur die Zugabe/Entnahme der zu 
analysierenden Probe und/oder einer Waschlosung ; (2) 
Wand-Elektrode; (3) Ring-Elektrode ; (4) Neher-Kapil- 
lare; (5) vergoldete Spitze als Elektrode; (6) Tropfen- 
Austritt; (7) Laserstrahl. 

Die Elektrophoresezelle wird mit der MeSprobe gefiillt, 
der eine moglichst genau dosierte Primerlosung zugefiigt 
ist. Zwischen Wand- und Ring-Elektrode wird z B. iiber 
einen Zeitschalter eine Spannung angelegt, die inner- 
halb von Minuten zu einer Konzentrierung von Sonde und 
Hybrid an der Ring-Elektrode f iihrt . Danach wird vor- 
zugsweise - wiederum uber einen Zeitschalter zwischen 
Wand-Elektrode und Kapillarenspitze - eine Hochspannung 
angelegt. Die Lange der Kapillare sollte so bemessen 
sein, so daS nunmehr aufgrund von Elektrophorese eine 
moglichst eindeutige Autrennung von freier Sonde und 
Hybrid erf olgt . Die freie Sonde sollte innerhalb einer 
Zeit an der Elektrodenspitze erscheinen, die deutlich 
verschieden ist von der Zeit, nach der der MeSimpuls 
des Hybrids eintrifft, so daS zu diesem Zeitpunkt die 
Konzentrat ion des ungebundenen Primers geniigend ausge- 
diinnt ist. Die Losung tritt vorzugsweise als Tropfen 
aus, so daS keine Ruckdif fusion stattfinden kann. Beide 
Zeiten: T s , nach der der Impuls der freien Sonde und 
T 2/ nach der der Impuls des Hybrids erscheint, sind 
moglichst festgelegt. Das Hybrid erscheint in einem 
Mikrotropfen zu einer bestimmten Zeit und ist sogar als 
Einzelmolekiilf luoreszenz nachweisbar. Die optische Mes- 
sung kann auch vor dem Austritt aus der Kapillare er- 
f olgen . 

Der Nachweis von einzelnen Molekiilen ist schwierig, 
wenn die Storsignale der freien Sonde zu stark sind. 
Einzelmolekiile pro ml bedeutet 10" 20 bis 10" 22 M. Die 
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Sondenkonzentration muS aber wegen der Reakt ionszei ten 
fur die Assoziation bei etwa 10" 10 molar liegen. Fur 
diesen Fall gestattet die erf indungsgemafie Kombination 
mit einer Elektrophorese eine sehr viel scharfere Tren- 
nungsmoglichkeit als die beschriebene Dif f erenzmessung 
im nicht auf getrennten Gemischt . Weiterhin erscheint 
das gegebenenf alls gebildete Hybrid zu einem genau be- 
rechenbaren Zeitpunkt in einem Volumen der GroEenord- 
nung <s 10" 12 1, ist also fur die erf indungsgemaSe 
Methode gut nachweisbar. Die Fluoreszenz kann durch 
Wahl geeigneter Fluoreszenzmarker optimal gestaltet 
werden . 

23. Vorrichtung zur praparativen Aussonderung gewiinsch- 
ter # markierter Komplexe im Sinne eines Einmolekul-Sor- 
tierverf ahrens mit oder ohne Kombination mit einer 
Molekulf alle 

Im Falle, daS ein Molekiil, Molekulkomplex, Virus oder 
Zelle durch FCS als gewunschtes Zielmolekiil erkannt 
ist, besteht die Moglichkeit der direkten praparativen 
Anreicherung . Dabei wird die Annahme zugrundegelegt , 
daS das jeweilige Molekiil kurz nach der erfolgten Mes- 
sung durch elektrophoret ische Wandung sich zu einem 
definierten Zeitpunt an einem bestimmten Ort aufhalt 
und dort elektrophoret isch abgetrennt werden kann. 

Messung von Beweglichkei ten im elektrischen Feld, Lauf- 
zei tmessungen in der Kapillarelektrophorese , Laufzeit- 
korrelation, Sequenzierung 

Uber die Messung der Beweglichkeit von Molekulen oder 
Molekulkomplexen im elektrischen Feld z.B. mit Verfah- 
ren der Kapillarelektrophorese lassen sich Aussagen iibe 
die Natur der Molekule gewinnen. So lassen sich bei- 



spielsweise Aminosauren eines Proteins oder Peptids als 
Produkte eines Edman-Abbaus mit f luoreszierendem Label 
iiber diese elekt rophoret ische Beweglichkeit bestimmen. 
In den letzten Jahren hat die Sequenzanalyse von Pep- 
tiden und Proteinen vermehrt an Bedeutung gewonnen. 
Dabei war es ein entscheidender Durchbruch, analytische 
Mengen eines Proteins in Gasphasenanalysatoren , wie sie 
inzwischen kommer-ziell erhaltlich sind, durchzuf iihren . 
Die Proteine aus Einzelspots 2 -dimensionaler Gele 
(o' Farrell-Gele) lassen sich auf diese Weise sequenzie- 
ren . 

Die Methode konnte nochmals in ihrer Effizienz ent- 
scheidend gesteigert werden, wenn die analytische Be- 
st immung der Abbauprodukte in einer anschlieSend kapil- 
larelektrophoretischen Auswertung in ihrer Sensitivitat 
gesteigert werden konnte. Im Vergleich zu herkommlichen 
Detektionsverf ahren erlaubt die Peakbest immung durch 
FCS in Kombination mit der Lauf zeitbest immung (Lauf- 
zeitkorrelation) eine iiberraschend hohe Sensitivitat. 
Damit reichen analytische Mengen von Peptiden und 
Proteinen zu einer Sequenzbest immung aus, wie sie durch 
kapillarelekt rophoret ische Verf ahren gewonnen werden 
konnen. Als Ausgangsmengen kann eine einzelne Zelle 
hinreichend sein, urn fur ein darin enthaltenes Protein 
eine Sequenzanalyse durchfuhren zu konnen. Andererseits 
erlaubt die Sensitivitat der Methode eine deutlich lan- 
gere Sequenz der Strukturauf klarung 2D-gelelektropho- 
retisch auf getrennter Proteine, Peptide oder Spaltpro- 
dukte . 

Eine enzymatische Amplif ikationsreakt ion wie PCR kann 
diese Empf indlichkeiten nicht ohne erhebliche Zusatz- 
schritte erreichen. Die bekannte Problematik enzymati- 
scher Amplif ikation beziiglich Kontaminat ionen mit hoch- 
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verstarkten Produkten tritt bei dem erf indungsgemaSen 
Verfahren nicht auf . 

Das erfindungsgemaSe Verfahren in Kombination mit Elek- 
trophorese ist nicht auf eine Anwendung fur Nuklein- 
sauren beschrankt . Auch Proteine und Proteinkomplexe 
oder niedermolekulare chemische Ligangen konnen mit 
Ladungstragern ausgestattet werden, die eine erfin- 
dungsgemaSe Analyse gestatten. Beispielsweise lassen 
sich negativ oder positiv geladene Oligopeptide an re- 
kombinant hergestellte Antikorper koppeln, um sie unter 
nicht denaturierenden Bedingungen einer Elektrophorese 
zu unterwerfen. Damit lassen sich auch noch niedrigere 
Virustiter nachweisen, wenn beispielsweise Antigen-Ana- 
lysen von Oberf lachen-Proteinen durchgefuhrt werden, 
die in groSer Zahl pro Virion vorkommen oder sogar iso- 
liert ins Serum sezerniert werden. 

Eine Variation der elektrischen Falle zur Detektion von 
Einzelmolekulen ist die Einfiihrung eines Quadrupols an- 
stelle eines Dipols. Durch Applikation eines Wechsel- 
feldes in der Ebene des Quadrupols kann bei geeigneten 
Feldstarken ein geladenes Molekiil an der thermischen 
Diffusion aus dem Bereich des Quadrupols gehindert wer- 
den. Werden dazu erf indungsgemaiS noch zwei weitere 
Elektroden oberhalb und unterhalb des Quadrupols ange- 
ordnet (Sextupol) so werden geladene Molekule nach An- 
legen einer geeigneten Spannung zwischen den auSeren 
Sextupol -Elektroden und dem mittleren Potential des 
Quadrupols in das Wechselfeld des Quadrupols drif ten 
und dort konzentriert werden. 

Es konnen die Sextupol -Elektroden durch metallisch be- 
schichtete Glasoberf lachen zwei Mikroskopob j ektive ge- 
bildet werden. Halt sich ein einziges Molekiil in dem 



Volumen des Sextupols von etwa 4 0 fil auf, so entspricht 
das einer Konzentrat ion von 4 x 10~ 20 M. Bei einer 
Spannung von 100 V zwischen den Sextupol -Elektroden und 
der Quadrupol-Ebene (Abstand ca . 1 mm) driftet ein 
Nukleinsauremolekiil in etwa einer Sekunde in die Qua- 
drupol-Ebene. Das jetzt in der Quadrupol-Ebene gehalte- 
ne Molekul befindet sich in einem Volumenelement von 
ca. 6 fl, was einer Konzentrat ion von ca. 2,5 x 10" 10 M 
und einer Konzentrationserhohung urn den Faktor 6,4 x 
10 9 entspricht. Die Prasenz wird durch Bestimmung der 
Molekiilzahl (N = 1) und der fur das Molekul charakte- 
ristischen Dif fusions ze it nachgewiesen . 

Die tatsachlich eingesetzten Spannungen und Spannungs- 
differenzen im Quadrupol und/oder Sextupol hangen von 
den Ionenstarken der Analytenlosung ab. 

Bei Anwendung eines ortsempf indlichen Detektors (Lawi- 
nen-Photo-Dioden-Detektor) , dessen verschiedene Elemen- 
te unterschiedliche Raumanteile oder Quadrupol -Ebenen 
reprasentieren, konnen durch eine Ruckkoppelungsanord- 
nung zwischen Detektorelementen und den Polen (Elektro- 
den) des Quadrupols die elektrischen Feldgradienten so 
angeordnet werden, daS das Molekul immer von einer 
festen Stelle im Quadrupol gehalten wird. Die Position 
ist durch das jeweilige Detektorelement definiert. 

24. Elektrische Falle 

Zweckmafiigerweise wird die oben angesprochene "elek- 
trische Falle" dadurch realisiert, dafi das MeSkomparti- 
ment zwischen zwei im wesentlichen gleich beabstandete 
positiv (negativ) geladene elektrische Pole (Elektro- 
den) angeordnet wird, die auf einer gemeinsamen Achse 
angeordnet sind, welche sich durch das Mefikompartiment 
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hindurch erstreckt . In der orthogonal zu dieser Achse 
angeordneten Ebene befinden sich mindestens zwei und 
vorzugsweise vier Elektroden, zwischen denen sich ein 
elektrisches Wechselfeld bildet. Die Elektroden sind 
5 einander gegenuberliegend bzw. paarweise einander 

gegemiberliegend angeordnet . An diese Elektroden wird 
ein rotierendes elektrisches Wechselfeld angelegt, in 
dem sich das oder* die positiv (negativ) geladenen Mole- 
kule befinden. Von einer Bewegung aus diesem Wechsel- 

10 feld heraus werden die Molekiile aufgrund der elektri- 

schen Ladung der beiden orthogonal zum Wechselfeld an- \ 
geordneten elektrischen Pole abgehalten. Bei Verwendung 
des bereits oben erwahnten und spater noch ausfuhr- •* 
licher zu beschreibenden Doppel -Mikroskops handelt es 

15 sich bei den elektrischen Polen vorzugsweise um die 

Trager fur die einander gegenuberliegenden Objektiv- 
linsen, in deren gemeinsamem Brennpunkt das MeSkompar- 
timent angeordnet ist. 

20 Bei Verwendung der elektrischen Falle in der Routine- 

analytik kommt es darauf an, daS ein Zielmolekulkomplex 
aus einem relativ groSen Probenvolumen (10 - 100 jxl) 
zui: Beobachtung in das sehr kleine MeSvolumen gelangt. 
Um dies zu erreichen, wird erf indungsgemaS das geladene 

25 Zielmolekiil zweckmaSigerweise in einem groSen Poten- 

tialgradienten in ein Volumenelement mit Nullpotent ial 
gebracht, aus dem heraus oder in dem es sich durch 
Mehrpolf elder , z.B. Quadrupolf elder steuern lafit, z.B. 
zur Fixierung im und/oder zur gesteuerten Bewegung 

3 0 durch Mefivolumina. Vorzugsweise geschieht dies in einer 

Kapillare von mehreren Millimetern oder Zentimetern 
Lange (Fign. 20,21)., die die Probe aufnimmt und an 
deren einem Ende eine Spannuhg von z.B. +100 (oder - 
100) V anliegt und an deren anderem Ende ein Potential 

35 von 0 V liegt. Die auf 0 V liegende Elektrode weist ein 
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Pinhole auf, hinter dem sich auf niedrigem Span- 
nungsniveau z.B. ein Quadrupol -Wechself eld befindet 
(siehe Fig. 20) . Zielmolekiile wandern entsprechend 
ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit \l = ca. 10" 4 
5 bis 10' 6 cm 2 /Vs schnell in das Pinhole ein und bewegen 

sich dann weiter in das geometrisch dicht benachbarte 
Quadrupolf eld . Die Kapillare besteht dabei z.B. aus 
Glas oder Quarz, wenn es erwiinscht ist, die elektrische 
Wanderung durch Effekte der Elektroosmose zu iiber- 
10 lagern, wie es in der Kapillarelektrophorese geschieht. 

Alternativ lassen sich Kapillaren z.B. aus Teflon mit 
ungeladenen Oberflachen verwenden, bei denen Effekte • 
einer Elektroosmose weitgehend ausgeschlossen werden •****• 
konnen. * "i"] 

15 

25. Fitness-Bestimmung von Variantenspektren an grofien 
Probenkoll ekt iven 

Im Rahmen evolutionarer Screening-Assays ist das erfin- 

2 0 dungsgemaSe Verfahren zur Bestimmung der Bindung von 

Liganden an zu selektionierende Molekule (Proteine, 
Peptide, Nukleinsauren, Antikorper) geeignet. Die 
extreme MeSempf indlichkeit , die durch das Verfahren 
erreicht wird, erlaubt insbesondere die Analyse von 
25 hochspezif ischen Wechselwirkungen, die z. B. von beson- 

derem physiologischen oder biochemischen Interesse 
sind. Die Wechselwirkung wird durch Bindung eines Li- 
ganden oder markierten Liganden oder durch Kompetition 
des unmarkierten Liganden mit einem markierten Inhibi- 

3 0 tor gemessen. Somit lassen sich Fitnessbestimmungen an 

Variantenspektren vor allem bei grofien Probenkollekti- 
ven durchfuhren. 
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Als Fitness-Parameter gelten: 
Af f initatsparameter 
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kinetische Parameter 
enzymat ische Parameter 

unter bestimmten Milieubedingungen des Testes. 

5 

26. Probentragersysteme fur Geno typ/ Phano typ - Kopp lungen 

Bei der erf indungsgemaSen Analyse und Bewertung groSer 
Probenkollektive phanotypischer Varianten ist es von 

10 entscheidender Bedeutung, daS nachfolgend ein Zugriff 

auf den korrespondierenden Genotyp, z.B. das kodierende 
Plasmid oder die kodierende mRNA erfolgen kann, urn den • 
Evolut ionsprozess weiterzuf uhren . Dieses Problem ist 
keineswegs trivial. Der Prozess ist umso erf olgreicher , 

15 je gezielter der Zugriff erfolgt, das heifit, je prazi- 

ser der entsprechende Genotyp prapariert werden kann, 
ohne ihn mit Sequenzen zu kontaminieren, die fur wert- 
lose Phanotypen kodieren. 

2 0 27. Kuvetten 



• • • • 



• • • • 
• • • i 



• • • * 



Bei mittleren Probenzahlen (< 10.000) kann mit vonein- 
ander in fester raumlicher Trennung angeordneten Volu- 
menelementen gearbeitet werden, die im folgenden als 

2 5 Kuvetten bezeichnet werden. Dies konnen sowohl Teile 

eines Foliensystems sein, vergleichbar denen, wie sie 
fur PCT/EP 89/01320, PCT/EP 89/01387, PCT/DE 91/00082, 
PCT/DE 91/00081, PCT/DE 91/00083, PCT/DE 91/00704 be- 
schrieben worden sind, wobei einzelne Volumenelemente 

3 0 Proben in versiegelten Folienelementen enthalten. Aus 

den verschlossenen Elementen lassen sich einmal identi- 
fizierte Phanotypen gemeinsam mit ihren kodierenden 
Genen oder mRNA-Transkripten iiber direkten mechanischen 
Zugriff isolieren. 
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2 8 . Mikrokompar timentierung 



Die erf indungsgemaSe Methodik der optischen Messung und 
Variantenbewertung in ultrakleinen Probenvolumina er- 
laubt auch sehr kleine Probengesamtvolumina in Form 
einer Mikrokompart iment ierung, die jedoch nicht in tri- 
vialer Weise handhabbar sind. Dies gilt sowohl fur die 
individuelle Befii'llung als auch fur die gezielte Ent- 
leerung der Kompartimente zur Preparation eines als 
positiv ident if izierten Genotyps . 

Mikrokompartimente konnen aus regularen und irregularen 
porosen Tragern aufgebaut sein wie aus parallel ange- 
ordneten Kapillarelementen, wie sie in der Patentanmel- 
dung P 42 37 383.1 beschrieben sind, oder flachige Tra- 
ger aus porosen Materialien wie Glas mit kontrollierten 
Poren oder Kapillaren, deren Volumenelemente innerhalb 
der Kapillare eindimensional voneinander separiert 
sind, jedoch paarweise miteinander in direktem Kontakt 
stehen . 

Eine besonders bevorzugte Form der Mikrokompartiment ie- 
rung ist in der Figur 4 dargestellt. Unter einem optis- 
ch transparenten flachigen Trager werden die in einer 
zu analysierenden Probe vorhandenen Volumenelemente in 
Form rekombinanter oder natiirlicher Zellen oder kunst- 
lich vesikularer Elemente mit ihren jeweiligen Phano- 
typen und Genotypen auf gebracht . In einer anderen Aus- 
fiihrungsform werden Volumenelemente erst bei oder nach 
dem Auftragen auf den Trager erstellt. Besonders bevor- 
zugt sind Gel- oder Vesikel -bildende Polymere, insbe- 
sondere Polymere auf der Basis thermoreversibler Struk- 
turen wie Caprolactamderivat-Polymere . 



Die Auftragung kann zunachst aus homogener Losung mit 
nachf olgender Entmischung der Polymere unter Ausbildung 
getrennter waiSriger Volumenelemente erfolgen, oder 
durch Auftragung in Form mikrodisperser Tropfen mit 
Hilfe eines piezo-gesteuerten Mikrodispensers. 

Auf die beschriebene Weise lafit sich auch der Inhalt 
von Zellen analysieren. Beispielsweise lassen sich Zel- 
len in den beschriebenen vesikularen Strukturen ein- 
schlieSen und spater bei hoheren Temperaturen lysieren. 
Dabei kommt es zu einer zumindest partiellen Ver- * 
mischung von vesikular eingeschlossener Losung mit 
ihren reaktionsf ahigen Molekiilen oder Molekiilkomplexen ♦ 
mit dem Inhalt der lysierten Zelle. Reaktionsf ahige 
Molekule konnen z.B. Nukleinsauresonden, Enzyme oder* 
Proteine sein, die mit zellularen Komponenten spezi- 
fische Wechselwirkungen oder Reaktionen eingehen, die 
mit der erf indungsgemaSen FCS-Methodik nachweisbar und 
quant if izierbar sind. Diese Technik ist analog zu in 
situ-Hybridisierungen oder zellspezif ischen Proteinfar- 
bungen zu sehen. 

Auch Trager zur gleichzeit igen Fixierung von Nuklein- 
sauren und den zu analysierenden phanotypischen Mole 
kiilstrukturen, wie sie in der Anmeldung K.Henco et al . , 
DE 42 37 381.6 beschrieben sind, sind als bevorzugter 
Reaktionstrager geeignet , um Genotyp/Phanotyp-Kopplung 
zu erreichen. 

Selbstverstandlich lassen sich auch Trager einsetzen, 
wie sie von S. Fodor et al . im Rahmen der sogenannten 
AFFYMAX-Technologie eingesetzt werden, in der der Geno- 
typ durch die x/y-Position auf dem Trager definiert 
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29. Photokennzeichnung selektier ter Phanotypen 

Eine bevorzugte Moglichkeit der Adressierung und Kenn- 
zeichnung erf indungsgemafi selektierter Varianten in 
5 ihren jeweiligen Volumenelementen ist die photoopt ische 

Kennzeichnung der Position durch Verwendung der be- 
schriebenen analytischen Optik (Figur 7) . Dies kann 
durch Einspiegelung von Licht einer Wellenlange ge- 
schehen, mit der eine photoakt ivierbare Beschichtung 
10 auf der Oberflache des Tragers angeregt werden kann, um •••• 

ein leicht erkennbares Reaktionsprodukt zu erzeugen, 

z.B. durch gezielte Verfarbung. Das Lichtsignal wird * 

• • • • 

aktiviert, wenn die Korrelations-Analyse eine bestimmte ; j 

• • • • 

vordef inierte Wertigkeit des jeweils analysierten •••• 
15 Volumenelementes anzeigt. 

Dabei kann eine gangige photoreaktive Beschichtung ein- 
gesetzt werden. Es kann eine zusatzliche Lichtquelle 
eingesetzt werden, vorzugsweise ebenfalls eine Laser- 

20 lichtquelle, oder es kann der zur Analyse eingesetzte 

Laser verwandt werden. Eine Diskriminierung zwischen 
Messung und Kennzeichnung der Position durch Photoakt i- 
vierung kann z.B. durch Einsatz eines Frequenzverdopp- 
lers fur die Markierungsreaktion erreicht werden. Die 

25 x/y-Position gewiinschter Elemente kann auch uber eine 

elektronische Datenspeicherung erfaSt werden. 

Nach der Markierung der Posit ionen auf einem Trager 
laSt sich aus dem entsprechenden Volumenelement die 
3 0 gewunschte Nukleinsaure beispielsweise durch mechani- 

schen Zugriff gewinnen. 
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30. Photoaktivierung selektierter Phanotypen und Geno- 
typen 

Als erf indungsgemaS besonders geeignet erweist sich an- 
stelle der Markierung des selektierten Volumenelementes 
gemaS Figur 7 die Markierung des korrespondierenden 
Genotyps selbst . 

Erf indungsgemaS werden mehrere Alternativen bevorzugt : 

(1) die photoaktivierte Anheftung der Nukleinsauren an 
Oberf lachenstrukturen des Volumenelementes, 

(2) die photochemische Aktivierung Nukleinsaure-spezi- 
fischer Liganden, 

(3) photochemische Inaktivierung von Nukleinsauren in 
alien Volumenelementen mit Ausnahme der positiv 
selektierten. 

Im Sinne von Alternative (1) konnen beispielsweise 
Psoralenderivate eingesetzt werden, die als Doppel- 
strang-interkalierende Reagentien unter 360 nm-Licht- 
einstrahlung Nukleinsauregegenst range miteinander 
chemisch verkniipfen. Derartige Liganden konnen bei- 
spielsweise chemisch mit der Trager-Oberf lache ver- 
kniipft sein (Figur 8) . 

Bei der Durchmusterung kann auf diese Weise eine ge- 
nugende Anzahl Phanotyp-kodierender Plasmidkopien an 
die positiv selektionierten Oberf lachensegmente gehef- 
tet werden. Nachfolgend konnen alle nicht fixierten 
Nukleinsauren abgewaschen werden. Sodann konnen die 
selektierten Nukleinsauren an der Oberflache direkt 



einer enzymat ischen Amplif ikat ionsreakt ion unterworf en 
werden. 

Alternativ konnen die Nukleinsauren zuriickgewonnen wer- 
den, indem die Reversibilitat der Psoralenverknupf ung 
ausgenutzt wird. Dies geschieht beispielsweise durch 
Licht der Wellenlange von 260 nm. Die Nukleinsaure-bin- 
denden Liganden konnen nach Alternative (2) auch mit 
anderen molekularen Elementen verkniipft werden, die 
eine nachfolgende Reinigung und Abtrennung von nicht 
erwiinschten Nukleinsaurestrukturen in einfacher Weise 
ermoglichen. Als Beispiele seien genannt : die Kopplung 
DNA oder RNA-erkennender Liganden, insbesondere photo- 
aktivierbarer Psoralen-Derivate oder interkalierende 
Farbstoffe, gekoppelt an Af f initatsliganden, insbeson- 
dere Biotin, Avidin, Streptavidin, Immunglobulin, 
Oligopeptide oder Oligonukleotide . 

GemaS Figur 8 wird es nach licht- induzierter chemischer 
Verknupfung dieser Verbindungen mit der DNA oder RNA 
aus den positiv selektierten Volumenelementen moglich, 
die DNA und/oder RNA aller Volumenelemente gemeinsam zu 
reinigen und gleichzeitig von den Nukleinsauren zu 
trennen, die die Selektionskriterien nicht erfiillt ha- 
ben. Die Abtrennung kann vorzugsweise iiber hydrophobe 
Chromatographic , Af f initatschromatographie oder durch 
den Einsatz magnetischer Partikel erfolgen, wobei die 
Oberflachen entsprechende Bindeeigenschaf ten zu dem 
Liganden des Adaptor-Molekuls aufweisen. Bevorzugte 
Beispiele fur eine derartige spezifische Kopplung sind: 
oligo-dT/oligo-dA, Avidin-Streptavidin/Biotin, NT A- IDA/ 
(His) 6 und ahnliche bekannte Komplex-Bildner . 

Die so gepoolten gereinigten Nukleinsauren konnen im 
nachf olgenden Schritt entweder direkt einer enzymati- 
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schen Amplif ikat ionsreakt ion oder cDNA-Synthese unter- 
worfen werden, oder zuvor durch Reversion der photo- 
chemisch induzierten Verkniipfung vom Liganden entkop- 
pelt werden. 

Im erfindungsgemaSen Sinne ist es gleichfalls denkbar, 
gezielt die Nukleinsauren zu inaktivieren, die den 
Selektionskriterien der Analyse nicht geniigen [Alter- 
native (3)]. Dies kann ebenfalls mit quervernet zenden 
Substanzen wie Psoralenen geschehen, wobei die Querver- 
netzung in einer Weise geschieht, daS die so vernetzten 
Strukturen bei enzymat ischen Folgereakt ionen nicht mehr 
amplif ikat ionsfahig sind. Das Verfahren hat allerdings 
den Nachteil, dafi die Inakt ivierung sehr vollstandig 
ablaufen muS, da sonst der Anreicherungsf aktor fur die 
positiv selektierten Volumeneinheiten ungiinstig beein- 
flufit wird. Bei den Verfahren [Alternativen (1,2)] ist 
die Ausbeute der Anreicherung nicht von vordringlicher 
Bedeutung. Mit Hilfe enzymatischer Amplif ikationsver- 
fahren konnen auch sehr niedrige Kopienzahlen ange- 
reichert werden, urn erf indungsgemafi erfafit zu werden. 
Allerdings ist es fur die meisten Anwendungen vorteil- 
ha£t, wenn ein moglichst groSer Anteil der Nuklein- 
sauren aus einem positiv selektierten Volumenelement 
praparativ erfaSt werden kann. Dies gelingt z.B. mit 
einer Optik, die ein grofieres Volumenelement als das in 
der Analyse betrachtete Volumenelement ausleuchtet. 

31 . Fraktionenanalyse/FlieSinjektionsanalyse/GC/MS-Kop- 
pliing 

Von besonderer Bedeutung ist die FlieSinjektionsanalyse 
mit Kopplung an analyt isch/praparat ive Trennverf ahren 
bei der Kopplung von erf indungsgemaSen mit Methoden 
unscharfer chemischer oder biochemischer Reaktionen zur 
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Wirkstof f indung Oder Optimierung (P 43 22 147 und 
W092/18645) , chemisch oder enzymatisch erzeugte Quasi- 
spezies . 

5 Wie oben bereits ausgefuhrt, eignet sich das vorge- 

stellte Verfahren insbesondere zur Analyse und Bewer- 

tung zahlenmaSig komplexer Kollektive von Molekiilen, 

die zuvor in einem evolutiven ProzeS generiert worden 

sind. Die funktionale Analyse komplexer Systeme von 

10 molekularer Diversitat ist aber auch sonst von erheb- •••• 

licher Bedeutung. Nicht nur aufgrund evolutiver Sys- 

teme, im Sinne replikativer Mechanismen, entsteht * 

• • • • 

Diversitat, ebensowenig, wie Kompartimentierung von J • 

, • • # • 

Subpopulationen nur in zellularen oder vesikularen • ••• 

15 Strukturen erf olgt . 



In der synthetischen Chemie entstehen gewollt oder un- 
gewollt sehr komplexe Systeme verschiedener Molekiil- 
typen, wobei sich die Art der Komplexitat auch gezielt 

20 generieren laSt. Mikroorganismen oder Pflanzen synthe- 

tisieren eine Vielzahl Sekundarmetabolite , von denen 
bereits eine groSe Anzahl pharmakologisch aktiver 
Strukturen abgeleitet wurde. Mit chromatographischen 
Verfahren wie HPLC, FPLC, Gaschromatographie etc. las- 

25 sen sich solche Verbindungen bekanntlich effizient 

trennen und isolieren. 



Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren erschlieSt sich 
nicht nur die parallel gefuhrte Analytik von Mutanten/ 

3 0 Varianten aus sogenannten replikativen Systemen wie 

Nukleinsauren oder Proteinen, sondern auch die von 
chemisch oder metabolisch komplexen Mischungen. Tradi- 
tionell ist man bislang so verfahren, daS komplexe Ge- 
mische zunachst in Einzelf raktionen praparativ ge- 

35 reinigt wurden, chemisch analysiert und/oder in ihrer 



# 



Struktur aufgeklart wurden und, wenn moglich in Form 
der Reinsubstanzen, einzeln biologischen Assays zuge- 
f uhrt wurden . 

5 Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren gelingt es nun, die 

zunachst nur in analytisch geringen Mengen angefallenen 
Fraktionen oder einzelnen Stoffe praparativ z.B. fur 
pharmakologische "Assays einzusetzen. Dabei werden in 
einer bevorzugten Ausgestaltung des erf indungsgemaSen 
10 Verfahrens die anfallenden Fraktionen direkt mit einem •••• 

FCS-Assay verknupf t . Es wird darauf verzichtet, Einzel- 

substanzen darzustellen, bevor sie nicht positiv in # 

• • • • 

FCS-Assays auf die entsprechende Fragestellung an- J ; 

• • • • 

sprechen. Ein blindes Wirkstoff -Screening, wie es der- •••• 
15 zeit praktiziert wird, kann dadurch ersetzt werden, daS ## t* 

gezielt Wirkstof f -haltige Fraktionen untersucht werden 
konnen . 

Die Analyse funktionaler Verbindungen in komplexen 
2 0 Stof f gemischen ist eine anspruchsvolle Aufgabe der 

pharmazeutischen Chemie. Bekannt sind vor allem die 
bereits erwahnten komplexen Gemische von Naturstoffen 
aus Mikroorganismen und Pflanzen. Japanische Institu- 
tionen und Unternehmen haben gegenuber den ubrigen 

2 5 Nationen einen schwer aufholbar^en Vorsprung im Natur- 

stoff -Screening erzielt, indem sie konsequent, seit 
Einfiihrung der ersten Antibiotika, umfangreiche Banken 
gereinigter und Struktur-auf geklarter Substanzen ange- 
legt haben, die sie bei jedem neuen Assay in ein Scree- 

3 0 ning einfuhren konnen. Dies ist um vieles einfacher als 

eine jeweilige neue Anzuchtung von Organismen, zumal 
auch die Gefahr des wiederholten Aufspurens, also Dop- 
pelentwicklungen an sich bekannter Wirkstrukturen, auf 
diese Weise vermieden wird. 



35 
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Das erf indungsgemalSe Verfahren kann aufgrund seiner 
vorteilhaf ten Eigenschaf ten auf diese Vorgehensweise 
verzichten und erlaubt dennoch die Analyse sehr umfang- 
reicher und komplexer Gemische, da einzelne Molekiile 
5 quasi als Reinst substanzen erfafit werden. Es sei daran 

erinnert, daS ein einziger Mikroorganismus iiber eintau- 
send kompliziert aufgebaute Sekundarmetabolite synthe- 
tisieren kann, wovon einige nur in geringer Anzahl vor- 
liegen konnen und aus der Analyse der Gesamtmischung 

10 eines Extraktes nicht an ihrer Funktion zu • erkennen „ # 

sind. Erf indungsgemaS lasen sich Substanzgemische aus 
einem Mikroorganismus oder eine Mischung aus mehreren •****. 
Mikroorganismen oder Pf lanzenextrakten zunachst z.B. •••• 
chromatographisch trennen, um am Ausgang einer Trenn- 

15 matrix die emzelnen Fraktionen auf die Anwesenheit • • 

funktionaler Verbindungen vorzugsweise in einer Kapil- 
lare "on line" zu testen (siehe Figur 9) . 

Die schematische Figur 9 wird nachstehend erlautert . 

2 0 Komplexe Substanzgemische konnen erf indungsgemaS in 

einer Kopplung mit einer chromatographischen Trennung 
analysiert werden. Nach einer chromatographischen Tren- 
nung wird den Fraktionen kontinuierlich und mit festge- 
legter Konzentration ein markiertes Ref erenzmolekul 
25 zugesetzt, dem ebenfalls mit festgelegter Konzentration 

das spezifisch bindende Targetmolekiil zugesetzt wird. 
Wie in Fig. 1 beschrieben, werden die jeweiligen Kon- 
zentrationen bevorzugt so gewahlt, dafi ca. 50% der be- 
teiligten Molekiile einen Komplex bilden, so daS even- 

3 0 tuell interf erierende Substanzen aus dem auf getrennten 

Gemisch mit maximaler Sensitivitat nachgewiesen werden 
konnen . 



35 



Die kombinierten Proben laufen anschlieEend durch ein 
kapillares FlieSrohr an der Detektionseinheit vorbei. 
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Die Fraktionen werden daraufhin analysiert, ob sie 
spezifisch das betrachtete Bindungsgleichgewicht ver- 
schieben . 

5 Auch synthetisch hergestellte Gemische wie beispiels- 

weise z.B. Gemische aus diversen subst ituierten oder 
unsubstituierten Alkylresten in Alkylierungsreaktionen 
bei der Verwendu'ng komplexer Synthongemische , lassen 
sich wie oben beschrieben analytisch erfassen. Es ist 
10 dann nicht mehr erf orderlich, nach jedem Reaktions- 

schritt die entstandene Verbindung aus ihrem Reaktions- 
gemisch zu trennen und zu charakterisieren . 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form (Figur 9) werden 
15 den einzelnen Fraktionen zunachst Aliquots der auf • 

Interferenz zu analysierenden Substanz zugesetzt, bevor 
das Gemisch mit einer Losung in Kontakt gebracht wird, 
die den Rezeptor enthalt, um eventuelle Konkurrenzreak- 
tionen messen zu konnen. Wenn alternativ ein Rezeptor 
20 bereits besetzt ist, konnte eine langsame Dissozia- 

tionsgeschwindigkeitskonstante den Nachweis einer Ver- 
drangungsreakt ion erschweren . Rezeptorverdrangungsreak- 
tionen, die langsam sind, erlauben die Messung der 
zeitlichen Anderung, d.h. k diss . 



25 
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• • • • 

• • • • 



32. Screening von komplexen Gemischen auf biofunktio- 
nale Wechselwirkungseigenschaf ten bei gleichzei tiger 
grober Abschatzung physikalischer Wechselwirkungspara- 
meter mit Zielmolekulen 



Wenn erf indungsgemaS ein Gemisch verschiedener Substan- 
zen auf Wechselwirkungseigenschaf ten mit Zielmolekulen 
z.B. in einer LC/FCS-Kopplung analysiert werden soli, 
konnen direkt Ober- bzw. Untergrenzen von Bindekonstan- 
35 ten abgeschatzt werden, die eine entsprechende Qualifi- 



zierung entsprechender Lei tstrukturen erlauben. Dies 
soil das folgende Beispiel verdeutlichen : 

Es werden 10 /ig eines Substanzgemisches auf eine LO 
Trenneinrichtung aufgetragen, die 1000 Substanzen ent- 
halt, worin die gesuchte einzelne Substanz nur mit 
0,1 % enthalten ist. Dies entspricht einer absoluten 
Menge von 1 ng. Nach Trennung der Fraktionen befindet 
sich diese Substanzmenge in einem Volumen von 5 /il . 
Dies bedeutet bei einem angenommenen Durchschnittsmole- 
kulargewicht von 200 Dalton eine Konzentrat ion von 
10" 6 M. Wenn das Zielmolekiil, z.B. ein Rezeptor in ver- 
gleichbarer Konzentrat ion zugesetzt wird, so kann eine 
Komplexbildung in einer best immten Zeit nur dann zu- 
standekommen, wenn die Reakt ionsgeschwindigkeit (on 
rate) einen bestimmten Maximalwert iiberschreitet und 
die Bindekonstante > 10 6 betragt . 

Die Nachweisreaktion kann mit einer parallel gefuhrten 
HPLC/MS- Oder GC/MS-Analyse gekoppelt werden, urn direkt 
Strukturdaten der als aktiv erkannten Verbindungen zu 
ermitteln. 

Der : geringe Substanzverbrauch des erf indungsgemaSen 
Analyseverf ahrens erlaubt auch den Einsatz der erfin- 
dungsgemaSen Analytik in Konkurrenz zu verschiedenen 
alternativen Verfahren der Biosensortechnik, die beim 
Einsatz in der on line Analytik unter einer Drift- 
Problematik des Signales leiden konnen. Anstelle der 
oben beschriebenen Chromatographieeinheit kann alter- 
nativ ein Probengeber eingesetzt werden. 



DNA/RNA Sonden Assays 
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Bei Ausnutzung der potentiellen Detekt ionsempf indl ich- 
keit der erf indungsgemafien Technik ergibt sich mit der 
DNA oder RNA-Sonden Technik ein spezifisches Problem. 
Auf molekularer Ebene setzt die erf indungsgemaSe Nach- 
5 weisreaktion die Bildung doppelhelikaler Strukturen aus 

zumindest teilweise komplementaren Einzelstrangstruk- 
turen voraus, wobei die beteiligten Einzelstrange aus 
DNA oder RNA oder Mischungen aus DNA und RNA- Grund- 
strukturen bestehen konnen, die chemische Modif izierun- 

10 gen tragen konnen, wobei die Modif izierungen insbeson- • 

dere die Basenstruktur betreffen konnen, insbesondere *• 
solche, die die luminophoren Eigenschaf ten der Basen •* 
verandern und/oder solche, die Substituenten tragen, * 
die spezifische Bindeeigenschaf ten zu spezifischen . 

15 Molekulen oder Molekiilkomplexen haben und/oder die * 

lumineszierende Substituenten sind. 

Die Ausbildung doppelhelikaler Strukturen ist jedoch 
eine verhaltnismaSig langsame Reaktion (Hybridisierung, 

20 Cot-Kinetik) . In der experimentellen Praxis bedeutet 

dies beispielsweise, daS die Reassoziation genomischer 
DNA aus Zellen ein ProzeS ist, der sich je nach experi- 
mentellen Bedingungen iiber Wochen und Monate erstreckt, 
so daS de facto das Experiment nicht vollstandig durch- 

25 fiihrbar ist. Lediglich repetitive Abschnitte des 

Genoms, die z.B. in einer Anzahl von > 100.000 pro 
eukaryotischem Genom auftreten konnen, lassen sich 
rehybridisieren (Davidson & Wetmur) . 

3 0 Eine praktisch gut anwendbare Naherungsf ormel be- 

schreibt die Reassoziiation eines denaturierten Doppel- 
strangf ragmentes : 



« • 



tl/2 = N x ln2 / (3,5 X 10 s X L x c 0 

35 
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tl/2 ergibt die Halbwertszeit der Reassoziat ion in 
Sekunden in 1 M Ionenstarke bei T=Tm -20°C. L ist die 
Lange des Sonden- Fragmentes , N ist Lange der Einheits- 
sequenz, c Q ist ist die molare Nukleot idkonzentrat ion , 
3,5 x 10 s ist ein Naherungswert fur die intrinsische 
Geschwindigkeitskonstante der Assoziation. 

Da die Reakt ionsgeschwindigkeit von der Summe der Kon- 
zentrationen der beiden Reaktanden ( ( + ) - und (-)- 
Strang) abhangt , gibt es generell zwei Moglichkeiten, 
die Reaktion der Reassoziat ion zu beschleunigen . Da die 
UberschuSkomponente die Geschwindigkeit bestimmt, wird 
im traditionellen Blot-Assay gewohnlich die Sonde im 
UberschuS eingesetzt, urn anschlieSend in Waschschritten 
den SondemiberschuS abzutrennen. Mit der Einfiihrung der 
enzymatischen Amplif ikationsreaktionen wie PCR (Poly- 
merase-Kettenreaktion) ist es auch moglich, die nach- 
zuweisende Target -Nukleinsaure so stark zu verstarken, 
dafi sie die Reakt ionsgeschwindigkeit bestimmt. Will man 
jedoch im erf indungsgemaSen Verfahren auf Amplif ika- 
tionsreaktionen verzichten, bzw. den Nachweis ohne muh- 
same Abtrennung der Sondenkomponente im Ein-Topf-Ver 
fahren fiihren, konnen erf indungsgemaS ein oder mehrere 
Verf ahrensschritte und Vorgehensweisen miteinander ver- 
kniipft werden . 

Der Nachweis von Erregern viraler oder bakterieller 
Natur aus der Gasphase (Luftkeime) oder aus Losungen 
oder Suspensionen in kleinen Probenvolumina, wie sie 
fur den erf indungsgemaSen Nachweis ausreichend sind, 
ist durch den Einsatz einfacher Filtrationschritte in 
der Empf indlichkeit zu steigern. Sie lassen sich durch 
Filter oder Filtersysteme aus groSen Volumina extrahie- 
ren und in kleinen Probenvolumina aufnehmen. Eine 
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Alternative stellt die Konzentrat ion z.B. iiber be- 
schichtete Magnetpart ikel dar. 

Fur die DNA/RNA-Analyse konnen Sonden mit interkalie- 

5 renden Subst ituenten eingesetzt werden. Dabei ist be- 

sonders der Einsatz von solchen chromophoren Liganden 

bevorzugt, deren Fluoreszenzverhalten sich mit dem Vor- 

gang der Interkalat ion verandert bzw. verstarkt . Beson- 

ders geeignet sind Substituenten der Thiazol-Orange 

10 Klasse. Sie weisen im interkalierten Zustand eine etwa # 9 

lOOOfach hohere Fluoreszenzausbeute auf als im freien • • • 

• • • • 

Zustand. Damit ist es moglich, bei einem tausendf achen 
Uberschufi nicht Farbstof f - interkalierender Sonde eirie •••• 
spezifische Komplexbildung mit Interkalat ion zu messen. 
15 • . • 

Durch Einsatz oligo- oder multimerer Farbstof fe, die 
mit einer Sonde verkniipft sind, laSt sich die Empfind- 
lichkeit nochmals urn den Faktor 10 bis 100 steigern, da 
weniger Einzelereignisse erfafit werden mussen, urn das 

2 0 notwendige Signal zu erzeugen. 

Eine UberschuSkonzentrat ion eines Doppelstrang-Analyten 
ist nicht unbedingt erstrebenswert , urn die Reaktion zu 
beschleunigen . So kann es zu einer unerwiinschten Ver- 
25 drangung bereits assoziierter Sonde aus dem Komplex 

kommen, wenn oberhalb oder unterhalb ein im UberschuS 
vorhandener Gegenstrang des Analyten mit dem Komplex 
hybridisiert . 

3 0 Erf indungsgemaS wird diesem Problem entsprochen, indem 

dafiir Sorge getragen wird, daS der Uberschufi an Analyt 
nur in Form einer Polaritat ohne Gegenstrang vorliegt, 
wie er beispielsweise durch unsymmetrisches Priming in 
einer PCR-Reaktion erzeugt wird, oder durch run-off 
35 Produktion spezifischer RNA-Sequenzen durch RNA-Poly- 
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merasen, wie sie natiirlicherweise in Zellen vorkommen, 
oder in homogenen Amplif ikat ionsreakt ionen wie 3SR 
generiert werden. 

5 Die Verdrangungsreakt ion kann auch unterbunden werden, 

indem interkalierende Substituenten die Komplexe ther- 
modynamisch stabilisieren (z . B . Acridin- Farbstof f e) 
oder indem eine irreversible Vernetzung initiiert wird 
(Psoralen-Derivate) (siehe Patentanmeldung P 42 34 
10 086 . 1) . 

< 

Wenn durch erf indungsgemaSe Optimierung der oben disku- 
tierten Parameter der Einsatz einer markierten Sonde im 1 
Bereich von 10" 12 M m6glich ist und somit ein Analyt # < 

15 (Gegenstrang) im Bereich 10" 14 M „^ , ^~^v, T ^k-.^ 

3 3 M nocn nacnweisbar ist, 

so wird die Reaktionskinetik der Reassoziation (Kom- 

plexbildung) unakzeptabel langsam. Unter Verwendung der 

obengenannten Naherungsf ormel laSt sich leicht errech- 

nen, daS ein Fragment der Lange und Einheitslange 200 

20 Nukleotide ca.. 23.000 Minuten (16 Tage) Zeit brauchte, 

urn zu reassoziieren, wenn 10 Halbwertszeiten bis zur 

optischen Messung nach dem erf indungsgemaSen Verfahren 

abgewartet werden soil. 

2 5 Durch Einsatz einer Kombination organischer Losungsmit- 

tel auf Phenol-Basis und chaotroper Salze wie Thio- 
cyanate oder Perchlorate laSt sich die Reaktionskinetik 
ca. lOO.OOOfach beschleunigen (Kunkel et al . ) . Diese 
Verfahren haben sich bei Filterassays in der Praxis 

30 nicht bewahrt . Sie lassen sich jedoch mit dem erf in- 

dungsgemaSen Verfahren, das bevorzugt in Losung arbei- 
tet, kombinieren. Auf diese Weise wird nicht nur die 
Reaktionsgeschwindigkeit des oben genannten Beispiels 
in den Sekundenbereich verschoben, die Losung unterbin- 
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det gleichzeitig degradative Prozesse durch Einwirkung 
z.B. von Ribonukleasen auf RNA-Analyte . 

Das Verfahren erlaubt auch den dif f erent iellen Nachweis 
5 groSer Vesikelkomplexe , wie sie fur eine Differential- 

diagnose im Lipidstof f wechsel notwendig sind, wenn zwi- 
schen verschiedenen Transportvesikeln LDL, VLDL und HDL 
unterschieden werden soil. Dafiir mussen bislang relativ 
auf wend ige El ektrophore sever fahren eingeset zt werden, 

10 deren Quant if izierung nicht einfach ist . Farbstof f -mar- 

kierte Vesikel lassen sich iiber Mobilitat und/oder 
Rot at ionsdif f usionsmessungen erf indungsgemaS unter- 
scheiden. Die Vesikel konnen mit Fluoreszenz-markierten 
spezifischen Antikorpern angefarbt werden. Fluorophore 

15 Markermolekule konnen alternativ spezifisch und fest in 

die Vesikelstrukturen inkorporiert werden. 



Funktionsassays von in vitro-Translationsprodukten 

20 Von besonderer Bedeutung ist der Einsatz der erfin- 

dungsgemaSen Screening Technologie fur die Analyse 
replikativer Molekiile in Form von Proteinen oder Pepti- 
den in Kombination mit der in vitro Proteinbiosynthese . 
Die in vitro Proteinbiosynthese vermeidet rekombinant- 

25 zellulare Systeme. Allerdings ist die Effektivitat der 

in vitro Proteinbiosynthese so gering, daS ein Funk- 
tionsnachweis des Syntheseproduktes nicht ohne Aufwand 
moglich ist. Im Durchschnitt wird von einem mRNA- Mole- 
kul nicht mehr als ein Peptid- oder Protein-Molekul 

30 hergestellt. Das Ergebnis kann sogar noch schlechter 

sein. Die Sensitivitat des erf indungsgemaSen Verfahrens 
erlaubt jedoch eine Funktionsbestimmung, da mRNAs in 
der Synthesemischung nur im /xM-Konzentrationsbereich 
und darunter eingesetzt werden miissen und ein kleines 

35 Probenvolumen fur die Analyse ausreichend ist. 



m 



- 81 - 



Bestimmung von molekularen GroSenverteilungen 

In der Analytik der Polymerchemie ist es wichtig, Poly- 
merverteilungen zu bestimmen. Dies kann in einfacher 
5 Weise durch den Einsatz des erf indungsgemaSen Verfah- 

rens erzielt werden, das somit eine Alternative zu 
Ultrazentrif ugationsverf ahren und physikalischen Stro- 
mungsverf ahren darstellt. Hierbei kann die Eigen- 
fluoreszenz eines Oligomers oder Polymers benutzt wer- 
10 den oder die Anlagerung oder Kopplung luminophorer # 

Liganden beobachtet werden. * -# * 

« 

Die in situ - Hybridisierung ist ein Verfahren, bei detn 
die spezifische Doppelstrang-Bildung zwischen einer 

15 markierten Nukleinsauresonde und einer komplementaren • 

Zielnukleinsaure in einer geometrisch fixierten Anord- 
nung des zu analysierenden Objektes durchgefuhrt wird. 
Das zu analysierende Objekt kann dabei ein Oberflachen- 
fixiertes Praparat von Molekulen oder Molekiilkomplexen 

2 0 sein. Beispiele sind Praparat ionen von Chromosomen, 

Transkriptionskomplexen oder Translationskomplexen . In 
der Routineanalytik sind haufig Oberf lachen-f ixierte 
Gewebeschnitte oder Zellen aus Zellkulturen von Bedeu- 
tung . 



25 



Dynamische Laser -Korr elat ions spektroskopie 



Die erf indungsgemaSe Methode erlaubt aufgrund ihrer 
Sensitivitat die Lokalisation auch einzelner hybridi- 

3 0 sierter oder im Falle von Nichtnukleinsaure-Liganden 

komplexierter Liganden, die mit einem Fluoreszenzmarker 
gekoppelt sind. Der Vorteil der erf indungsgemaSen 
Methodik beruht auf der hohen Sensitivitat des Nach- 
we.ises von Einzelmolekiilen . Dadurch werden direkte 

3 5 Analysen moglich, die ansonsten den Einsatz einer enzy- 
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matischen Amplif ikat ionsreakt ion notwendig machen oder 
eine hohe lokale Konzent rat ion von Zielmolekulen vor- 
aussetzen, wie im Falle polytaner Chromospmen. Bean- 
sprucht wird auch die Verwendung von Doppel- oder Mehr- 
5 fachmarkierungen nach dem erf indungsgemaSen Verfahren, 

wodurch sich die relative raumliche Lage von interes- 
sierenden Strukturen zueinander bestimmen laSt . 

Die erf indungsgemaSe Methode mit konfokaler Abbildung 

10 kleinster Volumenelemente durch Verwendung einer Loch- # # 

blende zur Analyse dynamischer Prozesse kann erfin- * ## # # ; 
dungsgemaS in Kombination mit der entsprechenden Metho- • 
de verwandt werden, die im Laser-Scanning-Mikroskop •••• 
benutzt wird, um eine hohe raumliche Auflosung von 

15 Strukturen zu erhalten. Wahrend beim Laser-Scanning- * * 

Mikroskop alleine die Fluoreszenzintensitat als 
MeSgroSe benutzt wird, verwendet das erf indungsgemaSe 
" Laser- Korrel at ions -Mikroskop" die Korre lat ions funkt ion 
und deren dynamischen Inhalt im durch die Raumkoordina- 

20 ten (x,y,z) festgelegten MeSelement, das flachig oder 

raumlich abgebildet wird (Figur 10) . Auf diese Weise 
lassen sich flachige (Querschnitt ) oder raumliche Bil- 
der der Dynamik eines markierten Molekuls (Rotation-, 
Translationsdif fusion, chemische Kinetik) z.B. in einer 

25 Zelle oder in einem anderen biologischen Objekt dar- 

stellen. 

Die schematische Figur 10 wird nachstehend erlautert. 
Dargestellt ist der prinzipielle Aufbau der erfindungs- 

30 gemaSen Optik. Die Probe befindet sich in einer Proben- 

halterung, die durch einen zwei- oder dreidimensional 
steuerbaren Piezo-Trieb in einem bestimmten festgeleg- 
ten Raster verschoben werden kann.. Die jeweils zuge- 
horigen Volumenelemnte werden auf dynamische Prozesse 

3 5 analysiert und in ihrer Gesamtheit in einem Rechner zu 
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einem zwei dimensionalen (Querschni t t ) oder dreidimen- 
sionalen Bild zusammengesetzt . 

33. Bestimmung epidemiologisch konservierter Gen- 
5 segmente 

Uber eine Bestimmung der Dissoz iat ionsgeschwindigkeiten 
von hybriden Doppelstrangen lassen sich analog der oben 
beschriebenen Best immungen von Dissoz iat ionsgeschwin- 

10 digkeitskonstanten Homologie-Abschat zungen durchfiihren. . m 

Dies ist von groSer Wichtigkeit bei der epidemiologi- 
schen Analyse von divergierenden Pathogenen wie im HI- 
Virus. Zur Entwicklung diagnost ischer Sonden und der •••• 
Abschatzung ihrer Zuverlassigkeit miissen verschiedene #### 

15 Genabschnitte unterschiedlicher Herkunft auf diese • 

Parameter hin . untersucht werden (siehe Fig. 22). 

Verfahren zur simultanezi Testung einer Mehrzahl von 
Mutationen auf einem Zielgenom 

20 

In der Analytik genetischer. Erkrankungen ergibt sich 
haufig die Problematik, auf die Anwesenheit sehr vieler 
moglicher Mutationen gleichzeitig zu testen. Dies 
trifft insbesondere bei dominanten Erbkrankheiten oder 

25 X-Chromosom kodierten Erkrankungen zu. Bei rezessiven 

Erkrankungen ist es haufig wichtig zu beurteilen, ob 
eine bestimmte Punktmutation nur auf einem Allel oder 
auf beiden Allelen gleichzeitig auftritt (siehe 
Cystische Fibrose mit mittlerweile mehr als 30 be- 

3 0 schriebenen Mutationen) . Die erf indungsgemaSe Vor- 

gehensweise erlaubt, gleichzeitig in einem Probenansatz 
auf verschiedene Mutationen analysieren zu konnen (Fig. 
• 23) . 
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Detektion einzelner Bakterien uber die Bindungsspezif i- 
taten von Oberf lachen- exprimierenden Bakterien 

Fur eine groSe Anzahl wichtiger Anwendungen der moder- 
5 nen biotechnologischen Forschung ware es auSerst vor- 

teilhaft und effizient, konnte in einem Verfahren an- 
stelle der Detektion eines funktionalen Biomolekuls in 
einem gegebenen Probevolumen die Detektion eines ein- 
zelnen Bakteriums oder eines Virus mit funktionalen 
10 Oberf lachenproteinen erfolgen. Der entscheidende Vor- 

teil liegt in der oft sehr interessanten Kopplung eines 
phanotypischen Expressionsproduktes , z.B. ein natiir- 
liches oder ein rekombinantes Oberf lachenprotein an 
seinen genetischen Bauplan. 

15 

Das Genom von Mikroorganismen umfaSt ca . 10 7 Nukleoti- 
de . Durch shotgun-Expression lassen sich durch an sich 
bekannte Verfahren subgenische Fragmente einer durch- 
schnittlichen Lange von 100 Aminosauren exprimieren. 

20 Unter Berucksicht igung der Leserahmenvariat ion (Faktor 

3) und eines angenommenen nicht kodierenden Gegenstran- 
ges enthalten 10 8 rekombinante Bakterienklone jedes 
Segment ca. lOOfach. 10 8 rekombinante Bakterienklone 
sind in 1 ml einer Suspension von 10D enthalten, die 

25 sich in ca . 24 Stunden mit dem erf indungsgemaSen Ver- 

fahren einzeln auf z.B. ihre Bindeeigenschaf ten zu IgE 
aus einem allergisch reagierenden Patienten untersuchen 
lassen. Es gilt, die entsprechend charakterisierten 
Bakterien auszusondern, zumindest jedoch stark anzu- 

30 reichern, sie biologisch zu expandieren oder das ent- 

sprechende Genomsegment durch enzymatische Amplifika- 
tionsverf ahren zu amplif izieren und zu charakterisie- 
ren . 
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Derartige Probleme stehen im Zusammenhang mit Verfahren 
zur evolutiven Optimierung von Peptiden und oder Prote- 
inen durch Einsatz von Mutagenese -Verfahren und Selek- 
tions-Verf ahren, wie sie beispielsweise in der W092/ 
5 18645 beschrieben sind. Es lassen sich ca. 10 9 Bakte- 

rien in ihren Bindungseigenschaf ten zu spezifischen 
Farbstof f -markierten Substanzen innerhalb von 24 Stun- 
den durchmustern "auf die Anwesenheit eines Bakteriums, 
das ein Oberf lachenprotein/Peptid exprimiert , das die 
10 Fahigkeit besitzt, mit dem Zielmolekiil von vorgegebener 

Konzentration in Wechselwirkung zu treten. Das ent- 
sprechende Bakterium ist aus einem solchen Reaktionsan- 
satz mit herkommlichen Methoden klonierbar. 

15 Ein weiteres bedeutendes Anwendungs spekt rum ergibt sich 

aus dem sogenannten Genomprojekt zur funktionalen Kar- 
tierung von Gensegmenten aus genomischen Banken, cDNA 
Banken oder Banken subgenischer Strukturelemente (Shape 
Space) . Auf diese Weise lassen sich genomische und/oder 

2 0 subgenomische Segmente aus umf angreichen Kollektiven in 

ihrer Funktion, z.B. ihrem Bindeverhalten zu Zielmole- 
kiilen bestimmen. 

Die, Verwendung der beschriebenen Methodik der funktio- 
25 nalen Zuordnung genetisch kodierter Peptidsegmente wird 

insbesondere in der allergologischen Forschung von 
groSer Bedeutung werden. Die Zuordnung von immundomi- 
nanten Epitope auf allergenen (z.B. Aspergillus, Milch- 
protein, alpha-Amylase) ist von auSerordent lich groSer 

3 0 Bedeutung und bislang ein schwer zu losendes Problem. 

Typische Probleme der Praxis sind: 
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Bestimmung der IgE-bindenden Molekule aus einem meist 
schlecht charakterisierten Substanzgemisch . Wichtig ist 
beispielsweise die Beantwortung der Frage, welche Be- 



standteile des So j aleci thins immunogen sind, die Rein- 
substanz allein, die Reinsubstanz in ihrer Wechselwir- 
kung mit Verunreinigungen des Praparates oder die Wech- 
selwirkung mit Strukturen des Empf angerorganismus . Er- 
f indungsgemaS lassen sich die unterschiedlichen Sub- 
stanzen in der Mischung mit markiertem IgE aus Patien- 
ten dif f erenzieren . 

Durch Expression subgenischer Gensegmente lassen sich 
mit dem oben genannten Verfahren die immundominanten 
Epitope eingrenzen und charakterisieren. Mit diesen 
Ergebnissen lassen sich 

mit den in W092/18645 beschriebenen Methoden evo- 
lutiv analoge, funktionale Molekule erzeugen, 
denen die entsprechenden immundominanten Regionen 
fehlen, z.B. eine abgeschwacht immunogene alpha- 
Amy las e , 

die spezifischen Epitope nach Standardmethoden 
einfach gentechnisch darstellen und als reine 
Nachweisreagenzien einsetzen oder zur Desensibili- 
sierung verwenden . 

Vorrichtung 

Die MeSanordnung ist eine Vorrichtung, die aufgrund der 
beugungslimitierenden Fokussierung eines Laser strahls 
der nachstehend beschriebenen Anordnung besonders ge- 
eignet ist zur Durchfiihrung des erf indungsgemaSen Ver- 
fahrens. Die Vorrichtung besteht nach Figur 14 aus 
einem vorf okussierten Laserstrahl . Durch Einfuhrung 
einer Kombination von Fokussierlinse und einer wechsel- 
baren Mikroskopopt ik mit konstantem Bildabstand kann 
der Durchmesser des vorf okussierten Laserstrahls varia- 
bel gestaltet werden. Der vorf okussierte Laserstrahl 
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wird nach Ablenkung durch einen dichroit ischen Spiegel 
mit Hilfe einer Luft- oder Wasser- Imersionsopt ik mit 
oder ohne Deckglas auf das beispielsweise auf einem 
Trager oder in einem hangenden Tropfen 1 befindliche 
Probenvolumen abgebildet . Die Fluoreszenzemission wird 
iiblicherweise in einem 180° Winkel zur Richtung des Er- 
regerlichtes durch die Imersionsopt ik aufgenommen und 
abgebildet. In der Obektebene 25 befindet sich eine 
Lochblende, die weiter auf ein Halbleiter-Detektor- 
element (Lawinen-Photo-Diode) , nach Passieren geeigne- 
ter Kanten oder Interf erenzf ilter in geeignetem MaSstab 
abgebildet wird. Der geeignete MaSstab ergibt sich 
durch Abstimmung der Abbildung der Probe auf die Dimen- 
sion der Photodiode. Die Photodioden sind vorzugsweise 
relativ klein ausgebildet, etwa im Bereich von 100 ^m, 
so dafi sie Lochblenden "ersetzen" konnen im Sinne eines 
konfocalen Detektors. In einer besonderen Ausfuhrungs- 
form der erf indungsgemaSen Vorrichtung konnen die Dio- 
den auch in Ensembles in Form von Detektor- Arrays ange- 
ordnet werden. 

Die Abbildung der Lochblende 50 kann unter Zuhilfenahme 
eines Strahlenteilers 60 auf beispielsweise 2 Detektor- 
elemente 53,54, die fur verschiedene Emissionswellen 
langen optimiert sind, erfolgen. Anstelle der Loch- 
blende konnen beispielsweise auch ein oder mehrere 
Halbleiter-Detektor-Elemente (Array) in der Bildebene 
plaziert werden. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm weist die erfin- 
dungsgemaSe Vorrichtung, die gedanklich in eine Einheit 
zur Erzeugung einer beugungslimitierenden Fokussierung 
eines Laserstrahls und eine Beobachtungseinheit aufge- 
teilt werden kann,' die folgenden Bauelemente auf. Die 
Einreichtung 20 zur Vorf okussierung eines Laserstrahls 
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21 weist weiterhin einen dichroitischen Spiegel 30 im 
Strahlengang des Lasers zur Ablenkung des Laserstrahls 
21 auf . Der durch beugungslimit ierende Fokussierung 
erzeugte Laserstrahl wird nach Ablenkung durch den di- 
5 chroitischen Spiegel 30 mittels einer weiteren Linse 40 

in die Probe abgebildet, die beispielsweise auf einem 
Trager positioniert ist oder in Form eines hangenden 
Tropfens 1 vorliegt. 

10 Die Beobachtungseinheit weist gegebenenf alls Filterein- ■ 

• 

richtungen 51, Photonenzahlereinrichtungen 52, eine *< 
Korrelatoreinrichtung 71 und/oder eine Vielkanal- ; 
Scalereinrichtung 72 auf. Das MeSsignal kann gegebenen- 
falls computergestiitzt bearbeitet und/oder ausgewertet , 
15 werden. * 

Die Abbildung 15 zeigt schematisch die Vorf okussierein- 
richtung 20 zur Vorf okussierung des Laserstrahls 21 mit 
der Linse L 22 und einer Mikroskopotik entsprechenden 

20 Anordnung 23 wird der kollinierte Laserstrahl 21 durch 

die Linse 22 auf die Bildebene B x abgebildet. Die An- 
ordnung 23 bildet den Laserstrahl auf die Bildebene B 2 
als Zwischenbild ab. Die Anordnung 23 ist vorzugsweise 
mit ; einer wechselbaren Linsenanordnung versehen, bei- 

25 spielsweise in Form eines Mikroskop-Revolver-Kopf es . 

Damit kann der Durchmesser des vorf okussierten Laser- 
strahls 21 variiert werden. 

Die Detektionseinheit besteht in einer bevorzugten Aus- 
3 0 fiihrungsform der erf indungsgemaSen Vorrichtung aus zwei 

Detektoren 52 und 54 und weist einen Strahlenteiler 60, 
der das aus der Probe emittierte Licht 55 auf die 
Detektoren 53 und 54 verteilt, auf. Diese Anordnung ist 
in Figur 16 schematisch gezeigt . Dabei ist es vorteil- 
35 haft, daS das emittierte Licht 55 aus der Probe 1 vor 
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dem Eintritt in die Detektoren 53 oder 54 jeweils Ab- 
bildungslinsen 56,57 und Fil terelemente 58,59 passiert. 
Es ist insbesondere vorteilhaft, daS die Detektoren 53 
und 54 jeweils Licht unterschiedlicher Wellenlange 
5 detektieren konnen. Dies kann durch Wahl geeigneter 

Filter erreicht werden. 

Wenn die Detektorelemente in Form eines Detektor-Arrays 
in der Bildebene plaziert werden, kann auf den Einsatz 
10 der Lochblende 50 verzichtet werden. Die Detektor- • • 

elemente sollten dann vorzugsweise eine GroSe von 

• • • • 

< 100 /im aufweisen. Erne weitere bevorzugte Aufiihrungs- ; j 
form der erf indungsgemafien Vorrichtung weist im Strah- *]** 
lengang 5 5 eine Lochblende 5 0 auf. • ••• 

15 " 
In Fig. 25 ist in Seitenansicht ein Doppelmikroskop 
dargestellt, wie es zur Untersuchung eines MeSkomparti- 
ments (bei 62 angedeutet) eingesetzt wird. Das Mikros- 
kop weist einen vertikalen Standen 63 (Vierkantrohr ) 

20 auf, der mit einer FuSplatte 64 versehen ist. Am oberen 

Ende des Standers 63 ist urn eine horizontale Achse 
drehbar ein zentraler Haltearm 65 gelagert. Der zen- 
trale Haltearm 65 ist innen hohl ausgebildet und innen 
mit ; optischen Elementen, wie einem Strahlteiler 66 und 

25 einem 45° Ref lexionsspiegel 67 versehen. Die Lagerachse 

68 des Haltearms 65 ist hohl ausgebildet, wobei langs 
der ideellen Drehachse zwei iiberlagerte Laserstrahlen 
axial in den Haltearm 56 einstrahlen und dort auf den 
Strahlteiler 66 und im Strahlengang dahinter auf den 

3 0 Spiegel 67 treffen. Durch den Strahlteiler 66 und den 

Spiegel 67 werden die beiden iiberlagerten Laserstrahlen 
zu zwei einander gegeniiberliegenden Seiten aus dem 
Haltearm 65 herausgef iihrt ; an diesen Stellen ist der 
Haltearm mit Offnungen 6 9 versehen. 



35 



- 90 - 



Die beiden aus dem Haltearm 65 austretenden Laserstrah- 
len 70,71 treffen auf Strahlteiler 72,73, die die 
Laserstrahlen 70,71 umlenken, so daS sie parallel zur 
axialen Erstreckung des Haltearms 65 verlaufen. 

Am freien Ende des Haltearms 65 ist ein Tragarm 74 an- 
gebracht, der relativ zum Haltearm 65 derart angeordnet 
ist, daS beide zusammen eine T-Konf igurat ion bilden. An 
der dem Stander 63 abgewandten Vorderseite des Halte- 
arms 74 sind Fiihrungen 75 zum langsverschiebbaren Ftih- 
ren von Gehauseteilen 76 angebracht , die ihrerseits 
einen Obj ektiv-Revolvertrager 77 mit der Ob j ekt ivlinse 
78 aufweisen. Die relative Anordnung beider Revolver 77 
ist derart, daS die Ob j ektivlinsen 78 einander gegen- 
iiberliegen und auf einer gemeinsamen optischen Achse 
angeordnet sind, wobei zwischen den beiden Obj ektiv- 
linsen 78 der Objekttisch 79 angeordnet ist, der 
seinerseits an dem Haltearm 74 gehalten ist. Im Innern 
des Haltearms 74 ist ein Doppelspindelantrieb 80 mit 
zwei Spindeln 81 mit gegensinnigem Gewinde angeordnet. 
Die Spindeln 81 stehen in Gewindeeingrif f mit in den 
Haltearm 74 hineinragenden Armen 82, die mit den Ge- 
hauseteilen 76 verbunden sind. Bei angetriebenem Dop- 
pelspindelantrieb 88 bewegen sich also, je nach An- 
triebsrichtung, die beiden Gehauseteile 76 aufeinander 
zu oder voneinander weg, so daS die Brennpunkte der 
beiden Obj ektivlinsen 78 zusammengef iihrt werden konnen. 

Mit den beiden verschiebbar gelagerten Gehauseteilen 76 
sind jeweils ein Doppelf uhrungssystem verbunden. Jedes 
dieser Doppelf iihrungssyst erne ist als Doppelschwalben- 
schwanzf iihrungsschiene 83,84 ausgebildet. Diese Fuh- 
rungsschienen 83,84 sind den beiden st irnseitigen Enden 
des Haltearms 74 gegenuberliegend angeordnet und werden 
zusammen mit den Gehauseteilen 76 verfahren. Die beiden 



Fiihrungsschienen 83,84 ragen zu beiden Seiten (Objekt- 
tragerseite und Verbindung mit dem Haltearm 65) iiber 
den Haltearm 74, wobei sie parallel zum Haltearm 65 
verlaufen. Die einander zugewandten innenliegenden Sei- 
ten sind mit optischen Elementen 85,86 zur Vorfokussie- 
rung des von den halbdurchlassigen Spiegeln bzw. 
Strahlteilern 72,73 kommenden Laserlichts. An den ein- 
ander abgewandten Seiten der beiden Fiihrungsschienen 
83,84 sind weitere optische Elemente (Linsen, Filter 
u.dgl.) 87,88 angeordnet, urn das vom MeSkompartiment- 
kommende Licht zu beeinf lussen . Ferner sind an den ein- 
ander abgewandten AuSenseiten der Fiihrungsschienen 
83,84 Ref lexionsspiegel 89 angeordnet, die unter einem 
Winkel von 45° stehen und das vom MeSkompart iment 62 
kommende Licht in Richtung auf die optischen Elemente 
87,88 umlenken. Ferner befinden sich auf diesen Seiten 
der Fiihrungsschienen 83, 84 die eigentlichen Detektoren, 
die aus dem empfangenden Laserlicht die zur Weiterver- 
arbeitung in der Kreuzkorrelation erf orderliche Infor- 
mation in elektrische Signale umsetzen. 

Die Arbeitsweise des in Fig. 25 gezeigten Doppelmikros- 
kops ist wie f olgt . Die beiden iiberlagerten Laserstrah- 
len.- (70,71) unterschiedlicher Wellenlangen gelangen 
durch die Lagerachse 68 hindurch in den Haltearm 65, wo 
der eine Laserstrahl 71 durch das Strahlteilerelement 

66 urn 90° zur einen Seite und der andere Laserstrahl 70 
nach Durchdringen des Strahlteilers 66 iiber den Spiegel 

67 um 90° zur entgegengesetzten Seite reflektiert wird. 
Die aus den Of fnungen 69 des Haltearms 65 austretenden 
Laserstrahlen 70,71 treffen auf die Strahlteiler bzw. 
halbdurchlassigen Spiegel 72,73, von denen sie aus die 
optischen Elemente 86 passieren. Im AnschluS daran 
durchdringen die Laserstrahlen den Haltearm 74, wozu 
dieser mit Langlochern 92 an seinen dem StanderfuS 63 
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und dem Ob j ekt ivtrager 79 zugewandten Seiten ausgestat- 
tet ist (in Fig. 25 sind lediglich die dem StanderfuS 
63 zugewandten Langlocher 92 dargestellt) . Die Laser- 
strahlen 70,71 verlaufen dann weiter durch die Gehause- 
5 teile 76 hindurch, wo sie auf ebenfalls halbdurchlas - 

sige Spiegel 93 tref fen, urn von diesen durch die Revol- 
ver 77 und die Obj ekt ivlinsen 78 hindurch auf das MeS- 
kompart iment 62 tref fen. Das vom MeSkompartiment 62 
reflektierte Licht durchdringt die halbdurchlassigen 

10 Spiegel 93 ohne Ablenkung und wird an den Reflexions- # 9 

spiegeln 89 zu den optischen Elementen 87,88 an den 
AuSenseiten der Fuhrungsschienen 83,84 hindurchge- 
schickt. Im AnschluS daran trifft es auf die Detektore'n •••• 
90,91. .I.. 

15 • • 

Urn in Abhangigkeit von den verwendeten Ob j ekt ivlinsen 
78, die identisch sind, die Brennpunkte dieser Linsen 
auf das MeSkompartiment 62 einstellen zu konnen, lassen 
sich, wie bereits oben dargelegt, die Gehauseteile 76, 

2 0 und mit diesen die Fuhrungsschienen 83,84 verfahren. Da 

die halbdurchlassigen Spiegel 72,73 wie die optischen 
Elemente 86 an den einander zugewandten Seiten der Fuh- 
rungsschienen 83,84 gehalten sind, verandert sich also 
beim Verschieben der Gehauseteile 76 und der Fiihrungs- 
25 schienen 83,84 der Abstand der halbdurchlassigen Spie- 

gel 72,73 zu dem Ref lexionsspiegel 67 bzw. halbdurch- 
lassigen Spiegel (Strahlteiler 66) . Die Laserstrahlen 
70,71 verandern in ihren sich an die halbdurchlassigen 
Spiegel 72,73 anschliefienden Bereichen, wo sie parallel 

3 0 zum Haltearm 65 verlaufen, ihren Abstand zu diesen. 

Demzufolge andert sich ihre relative Lage innerhalb der 
Langlocher 92 des Haltearms 74. Daraus wird deutlich, 
• daS samtliche auSerhalb des zentralen Haltearms 65 an- 
geordnete Optiken bewegt werden, wenn die Brennpunkte 
35 der beiden identischen Objektivlinsen 78 verandert wer- 



den, wobei die beiden mdglichen Bewegungsrichtungen mit 
den Austrittsrichtungen der Laserstrahlen 70,71 aus dem 
zentralen Haltearm 65 heraus zusammenf alien . 

Das gesamte Doppelmikroskop weist einen extrem kompak- 
ten Aufbau auf . Samtliche Elemente sind derart angeord- 
net, daS die Gewichte "im wesentlichen gleichmaSig" 
verteilt sind. Der dem Objekttisch 79 zugewandte Be- 
diener des Doppelmikroskops ist in seinem Arbeitsfeld 
durch optische Elemente und Einrichtungen des Mikros- 
kops nicht beeintracht igt . Der zentrale Haltearm 65 und 
damit die gesamten optischen Einheiten des Doppel- 
mikroskops lassen sich drehen (s. Pfeil 94). Durch zwe'i 
axial gegeneinander gespannte Lager ist der zentrale 
Haltearm biegesicher an dem Stander 63 gelagert . Die 
Position einer der beiden Ob j ektivlinsen 78 laSt sich 
mit einem (nicht dargestellten) piezoelektrischen oder 
in sonstiger Weise betriebenen und arbeitenden Stell- 
element extrem genau positionieren, urn einen Offset des 
gemeinsamen Brennpunkts beider Obj ektivlinsen 78 vom 
Ort, an dem sich das MeSkompartiment 62 auf dem Objekt- 
trager 79 befindet, ausgleichen zu konnen. 

Zusatzlich zu den hier beschriebenen und dargestellten 
optischen Elementen wie Linsen, Filter, Ref lexionsspie- 
gel, halbdurchlassige Spiegel konnen noch weitere 
optische Elemente im Strahlengang der Laserstrahlen 
70,71 angeordnet werden, wenn dies aufgrund der durch- 
zufiihrenden Untersuchungen erforderlich oder zweckmafiig 
ist . 

Die Figur 17 zeigt eine mit Rodamin markierte Desoxyri- 
bonukleinsaure . Die Koordinate zeigt die normierte 
Intensitats- , Korrelationsf unkt ion . Die Abszisse ist 
eine logarithmische Zeitachse. Die Konzentrationen sind 



angegebenen als Zahl markierter Molekule pro Volumen- 
element (2 x 10" 16 1) . Die Figur 17 a) zeigt das Mono- 
nukleotid Uracile, zwei Molekule pro Volumeneinheit , 
dessen Dif f usionszeit 0,067 Millisekunden betragt . Die 
Figur 17 b) zeigt eine DNA mit 500 Basenpaaren ent- 
sprechend 0,3 Molekiilen pro Volumeneinheit mit einer 
Dif f usionszeit von 1,8 Millisekunden. 

Die Figur 18 zeigt die Wechselwirkung eines fluores- 
zenzmarkierten Rezeptor-Liganden mit zellgebundenen 
Rezep toren (S-adrenergischen Rezeptoren) in mensch- 
lichen Lymphozyten. Die Achsen des Koordinatensystems 
sind wie in Figur 17 oben beschrieben. Die Figur 18 a) 
zeigt den markierten Liganden in BSS, 10,7 Molekule pro 
Volumeneinheit mit einer Dif f usionszeit von 1,1 Milli- 
sekunden . 

Die Figur 18 b) zeigt die Lymphozytenrezeptoren, die 
mit Ligand markiert sind in BSS, 72 Molekule pro 
Volumeneinheit, Dif f usionszeit 13 sec. 

Figur 18 c) zeigt die Situation von zu 76% freien und 
24% am Lymphozytenrezeptor gebundenen Liganden. 

Da Fluoreszenz-Korrelationsf unktionen innerhalb von 
10 - 100 ms zu erhalten sind, lassen sich 1000 Bild- 
punkte in 10 bis 100 Sekunden kodieren. Jeder Bildpunkt 
des erf indungsgemaSen Verfahrens entspricht insbeson- 
dere einem Poisson' schen Raumelement von typischerweise 
0,1 - 1 pirn Radius und 1 - 3 /zm Lange . Die Korrelations- 
funktion wird in jedem Bildpunkt fur eine bestimmte 
Zeitspanne berechnet und mit der zugehorigen Koordinate 
x,y,z abgespeichert . Danach wird das Praparat vorzugs- 
weise mit einem piezo-Trieb zum neuen Koordinatenpunkt 
verschoben, usw. Anstelle der PraparatVerschiebung kann 



z.B. auch der Laserstrahl durch geeignete Spiegel-Ein- 
richtung in bestimmten Grenzen verschoben werden (siehe 
Figur 9) . Die dynamischen Bildpunkte werden dann zu 
einem Bild im Rechner zusammengeset zt . 

Die Figur 6 beschreibt die bevorzugte Anordnung der 
optischen Detekt ionseinheit mit elektrischer Molekiil- 
falle in Bezug zum Probenvolumen und MeSvolumen. Ein 
oder zwei Detektoren (Detektor 1/2) registrieren die 
emittierten Fluoreszenzsignale aus dem MeSvolumen- 
element, die ebenfalls iiber ein oder zwei optische Ein- 
heiten, wie sie im Text beschrieben sind, konfokal ab- 
gebildet werden. Die waSrige Probe steht entwede'r 
direkt mit der Oberflache der Austrittslinse in Kontakt 
oder wird wie in Figur 3 dargestellt durch eine dunne 
Folie von dem Objektiv getrennt . 

Die Probe wird zwischen mindestens zwei Kapillaren mit 
einer lichten Weite des Kapillarendes von ca. 1 /xm ge- 
halten. Die Kapillaren sind im Falle der Funktion als 
Molekulfalle fur ionische Molekule mit einer leitenden 
Oberflache beschichtet, vorzugsweise Gold auf Chrom- 
Grundierung, an die ein gleichgerichtetes Feld oder ein 
Wechselfeld angelegt werden kann. Die Steuerung des 
Feldes geschieht vorzugsweise durch einen Rechner, der 
mit der optischen Detekt ionseinheit verkniipft ist und 
die Felder bei Eintritt eines interessierenden Molekiils 
in bestimmter Weise regeln kann. 

Die Figur 3 beschreibt eine bevorzugte Ausfuhrung der 
erf indungsgemaSen Anordnung zum Screening groSer Mutan- 
tenzahlen nach bestimmten Fitnessparametern . Unter Ver- 
wendung einer optischen Detekt ionseinheit gemaS Figur 6 
konnen Proben untersucht werden. Dabei befinden sich 
die Proben in Form von Tropfchen unter einer folien- 



artigen Oberflache, die ihrerseits vorzugsweise mit dem 
Objektiv in waSriger Immersion in Kontakt steht. Die 
Folie kann bestimmte Beschichtungen tragen, die es er- 
laubt, gezielt Molekiile aus den jeweiligen Proben an 
der Oberflache zu binden. Die Proben konnen regular an 
bestimmten Positionen aufgebracht sein, z.B. durch Ver- 
wendung eines Mikrodispensiersystems oder in statisti- 
scher Verteilung.- Urn ein Verdampfen des Losungsmittels 
in den Proben zu verhindern, konnen die Tropfen durch 
eine schutzende Matrix umgeben werden, z.B. Polymer- 
strukturen oder 01. 

Figur 7 zeigt schematisch die FCS-Markierung der selek- 
tierten Genotypen. Wenn bestimmte Proben gemaS der 
Figur 3 vorgewahlten Fitness-Parametern entsprechen, 
kann ein Zugriff- auf die jeweiligen Volumensegmente 
dadurch erleichtert werden, daS die Oberflache mit 
einer photoaktivierbaren Beschichtung versehen ist, die 
z.B. optisch die Position markiert und einen an- 
schlieSenden Zugriff auf die Probe erlaubt . 

Der Zugriff auf ein selektiertes Volumensegment bzw. 
auf darin enthaltene Molekule wie kodierende Nuklein- 
sauren, wie in Figur 8 schematisch gezeigt, laSt sich 
auch dadurch erreichen, daS losliche Reaktanden im 
Volumenelement photoaktiviert werden, urn z.B. mit einer 
Nukleinsaure zu reagieren. Derart markierte Nuklein- 
sauren lassen sich anschlieSend relativ einfach isolie- 
ren, um sie weiteren Reaktionen zu unterwerfen, bei- 
spielsweise einer PCR-Reakt ion . 

Figur 11 zeigt eine Auswahl moglicher erf indungsgemafier 
Assays "Ag" steht fur Antigen, bezeichnet jedoch den 
Analyten in allgemeiner Form wie z.B. auch Nuklein- 



saure-Molekiile fur den Nachweis in Doppelstrangstruk- 
turen . 

"Ak" steht fur Antikorper, bezeichnet jedoch in allge- 
meiner Form ein spezifisches Nachweisreagenz fur einen 
Analyten, wie Ant ikorperf ragmente , Bindedomanen oder 
Analyt -komplementare Nukleinsauren . 

"F" steht fur einen Lumineszenz-Farbstof f , insbesondere 
einen Fluoreszenz-Farbstof f . 

(A) Spezifische erf indungsgemaSe Komplexierung eines 
Analyten "Ag" durch ein Fluoreszenz-markiertes 
Nachweisreagens , wobei das Fluoreszenz -markierte 
Nachweisreagens in komplexierter Form von der 
freien Form erf indungsgemaS unterschieden wird. 
Die Konstellation erlaubt einen bis zu tausend- 
fachen UberschuS gegentiber dem Analyten. 

(B) Wie (A), jedoch wird die Bindung eines im Uber- 
schuS zugegebenen zweiten Nachweisreagens in un- 
markierter Form dazu ausgenutzt, einen zu geringen 
Unterschied der GroSe von Komplex und unkom- 
plexiertem, markierten Nachweisreagens zu ver^ 
groSern . 

(C) Kompetitiver , RIA-analoger Assay mit einem Unter- 
schuS von Nachweisreagens und Zusatz von Fluores- 
zenz-markiertem Kompetitor-Analyt . 

(D) Assay mit groSern UberschuS an Nachweisreagens, 
wobei mindestens zwei unterschiedliche Nachweis- 
reagenzien eingesetzt werden, deren Farbstoff mar- 
ker iiber Energietransf er eine spezifische Komplex- 
bildung anzeigen. 
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(E) Wie (D) , wobei die unterschiedlichen Farbstof fe 
erf indungsgemaS unabhangig registriert werden und 
die gemeinsame Komplexbildung durch zeitliche 
Korrelation der unterschiedlichen optischen Sig- 
nale bestimmt werden. 

Die Fig. 19 beschreibt schemat isch, wie sich das Dis- 
soziationsverhalten von Komplexen aus n Rezeptormole- 
kiilen in n Reaktionsansatzen und Farbstof f -markiertem 
Liganden in parallelen Experimenten darstellen kann. 
Verschiedene Reakt ionsansat ze werden in definierten 
Zeitabstanden wiederholt analysiert. Dabei wird zum 
Beginn dem Gemisch ein UberschuS eines unmarkierten 
Liganden zugesetzt, so daS jeder dissozierte Komplex 
erneut in einen Komplex mit nicht -markiertem Liganden 
uberfiihrt wird. Aus Kurvenverlauf en l,3,n lassen sich 
einzelne Dissoziationsgeschwindigkeitskonstanten ab- 
schatzen, Kurvenverlauf 2 und n-1 lassen zwei unter- 
scheidbare Dissoziationsprozesse erkennen und deuten 
auf unterscheidbare Rezeptoren hin. 

Die Fign. 20 zeigt verschiedene erf indungsgemaSe Aus- 
f iihrungsf ormen der elektrischen Falle. (a) a,b,c,d 
stellen Quadrupol-Elektroden dar (Metall-beschichtete 
Neher-Kapillaren oder Metall-bedampf te Elektroden auf 
Mikrostrukturen auf flachigen Probentragern (Silikon, 
Glas und andere Basismaterialien) ; e,f als Sextupol- 
Elektroden (z.B. als Metall-bedampf te Austrittslinse 
eines oder zweier Objektive) . Die Justierung erfolgt 
iiber x,y # z Justierung. (b) Verwendung flachiger Trager 
mit geatzten Elektrodenkanalen oder LIGA-Technik herge- 
stellten Formen, iiber die geladene Molekule in ihrer 
Bewegung im elektrischen Feld - gesteuert werden konnen. 
Die Bodenplatten zu e und f konnen als Sextupolelektro- 
den beschichtete Objektive sein oder Metall-bedampf te 



Abdeckungen. (c) Verwendung von (b) in Kombination mit 
einem Probengebersystem, bestehend aus einer Kapillare 
aus mineralischen Materialien (z.B. Glas, Silicium etc. 
oder Kunststoff wie Teflon zur Verhinderung elektro- 
osmotischer Kapillaref f ekte) zur groSvolumigen Proben- 
aufnahme mit Elektrode am Kapillarende (ca. +/- 0 
100 V) und mit Sammelelektrode auf Erdpotential (0 V) . 

Die Fig. 21 verdeutlicht die Moglichkeit zur Detektion 
geladener Molekule mit Hilfe elektrischer Fallen. (a) 
Wenn sich Zielmolekiile innerhalb des Quadrupol- oder 
Sextupolf eldes befinden, lassen sich durch ein zufalli- 
ges Wechselfeld uber die Elektroden a,b,c,d die Mole- 
kule in erzwungene Bewegungen versetzen. Sie werden 
somit erf indungsgemafi zahlbar. (b) Ein Molekiil wird 
durch einen Mehrelement-Detektor in seiner Lage in der 
Falle erkannt . Durch aktive Rvickkopplung wird das 
Quadrupol -/Sextupol-Feld so gestellt, daS das Molekiil 
in einem bestimmten Flachen- /Volumenelement in seiner 
Lage fixiert wird. 

Die Fig. 22 zeigt schematisch die Analyse auf epidemio- 
logisch konservierte Gensegmente auf einem Virusgenom. 
Ein DNA/RNA-Gemisch von verschiedenen Virusstammen wird 
segmentweise mit jeweils einer markierten Gegenstrang- 
sonde markiert und einem Verdrangungsexperiment durch 
Uberschufi unmarkierter Sonde unterworfen. Das rasche 
Auftreten freier markierter Sonde unterhalb der 
Schmelztemperatur signalisiert , dafi viele Stamme mit 
der Sonde Komplexe mit vielen Fehlpaarungen eingegangen 
sind. In diesen Bereichen sind die Stamme offensicht- 
lich stark heterogen. 

In der Fig. 23 ist ein Verfahren dargestellt, mit dem 
es erf indungsgemafi moglich ist, uber Kreuzkorrelat ion 



gleichzeitig auf die Anwesenheit mindestens einer von 
mehreren moglichen Mutationen auf einem Genomabschnitt 
zu schlieSen. Dem zu analysierenden DNA oder RNA-Ge- 
misch wird eine Mischung von markierten Fragmenten zu- 
gesetzt. Die Hybridisierung der Sonde p mit dem Farb- 
stoff F2 mufi korrelieren mit der gleichzeitigen Hybri- 
disierung von mindestens einer Sonde ml-m6, die mit dem 
Farbstoff Fl markiert sind, wenn eine der gesuchten 
Mutationen vorliegt. Die Sonden ml-m6 sind jeweils kom- 
plementar zu den mutierten Sequenzen und konnen unter 
stringenten Bedingungen nicht effizient mit Wildtyp- 
Sequenzen Doppelstrangstrukturen ausbilden . Bevorzugte 
Konzentrat ionen sind fur die zu analysierende Nukleirt- 
saure 10" 10 M bis 10" 14 M, wahrend die Sonden in einer 
Konzentration von vorzugsweise 10" 8 M bis 10" 11 M ange- 
boten werden. 

Die Fig. 24 stellt schematisch die Bedeutung erfin- 
dungsgemaS kleiner Anregungsvolumina (a) , kleiner Mefi- 
volumina (b) und kleine Volumina bei parallelen Messun- 
gen (c) dar. (a) Gezeigt ist ein Ausschnitt aus einem 
Anregungslichtbiindel ohne Vorf okussierung mit erfin- 
dungsgemaSe Abbildung eines kleinen MeSvolumens. Es 
entsteht ein Bereich, in dem es zur Photoinaktivierung 
eines Farbstoff markers vor Eintritt in das eigentliche 
MeSvolumen kommen kann, so dafi die effektive Konzentra- 
tion im MeSvolumen kleiner als die tatsachliche Konzen- 
tration ist. Dies wird bei erf indungsgemafiem Ausleuch- 
ten mit vorf okussiertem Anregungslicht und Abbildung 
durch eine Lochblende in Objektebene weitgehend verhin- 
dert . So entsteht ein Gauss ' sches Volumen mit 
Gauss' scher Verteilung der Lichtintensitat (b) . (c) 
zeigt einen Ausschnitt aus parallel eingestrahlten An- 
regungslichtbundeln mit Vorf okussierung mit bevorzugten 
Abbildungen kleiner MeSvolumina bzw. zeitlich aufeinan- 
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derfolgenden Ausleuchtungen und Messungen unterschied- 
licher Volumenelemente mit unterschiedlichen Raumkoor- 
dinaten im Probevolumen . 



• • • • 

• • • • 



• • • * 
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Patentansoruche 

1. Verfahren zur Ident if izierung von einem oder weni- 
gen Molekiilen, insbesondere in einer Verdiinnung 
von <; 1 iM, durch Verwendung der Laser- angeregten 
FCS mit MelSzeiten s 500ms bei kurzen Diffusions- 
wegen der zu analysierenden Molekule, wobei die 
Messung in mindestens einer kleinen Volumeneinheit 
von vorzugsweise <; 10" 14 1 oder einer Mehrzahl 
eines solchen Volumens durchgefiihrt wird, durch 
Bestimmung stof f spezif ischer Parameter, die durch 
Lumineszenzmessungen an zu untersuchenden Moleku"- • 
len ermittelt werden. I 

2. Verfahren gemaS Anspruch 1, wobei Translationsdif - 
f usionskoef fizienten, Rotationsdif f usionskoef f i- 
zienten, die Excitations-, Emissionswellenlange , 
die Lebensdauer des jeweils angeregten Zustandes 
eines lumineszierenden Substituenten oder Kombina- 
tionen dieser MeSgroSen als stof f spezif ische Para- 
meter bestimmt werden. 

3 . Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
und 2, dadurch gekennzeichnet , dafi die Ortskoordi- 
naten des Me £vo lumens relativ zu den Ortskoordina- 
ten des Probevolumens wahrend der Analyse veran- 
dert werden, urn stationare oder sehr langsam dif- 
fundierende lumines.zierende Komplexe zu analysie- 
ren, indem das Probevolumen relativ zum Mefivolumen 
bewegt wird und/oder indem die Position des Laser- 
strahls und oder die Position des Fokus der 
registrierenden Optik zeitlich verandert wird, 
wobei die gemessenen Translationsdif f usionskoef fi- 
zienten einer Kombination der tatsachlichen Trans- 



lat ionsdif f usionskoef f izienten und der iiberlager- 
ten relativen raumlichen Veranderung der Koordina- 
ten des MeSkompartimentes entsprechen. 

Verfahren gemaS Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, date die zeitliche Veranderung der Koordinaten 
des MeSkompartimentes eine scheinbare Diffusions- 
zeit eines stationaren oder sehr langsam diffun- 
dierenden, lumineszierenden Komplexes definiert. 

"Verfahren gemaS einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet , daS die Lumineszenz eines 
Substituenten mit dem zu bestimmenden Molekiil in 
direkter Wechselwirkung steht, wobei der Substi- 
tuent ein luminophorer Ligand oder ein Liganden- 
komplex ist, dessen spektroskopische Parameter mit 
der Art oder Funktion des zu bestimmenden Molekiils 
korreliert sind. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 5, wobei iiber die Messung der Translationsdif - 
fusion und/oder Rotat ionsdif fusion mit Auswertung 
der Korrelation die funktionale Bewertung insbe- 
sondere durch die Bestimmung der absoluten Zahl 
vorhandener Molekiile und/oder deren zeitliche 
Variation und/oder durch die Bestimmung der spezi- 
fischen Konzentrationen strukturell unterschied- 
licher Liganden und/oder der Ligandenkomplexe und 
die daraus abzuleitenden thermodynamischen Binde- 
konstanten spezifischer Wechselwirkungen und/oder 
die Geschwingigkeitskonstanten spezifischer Erken- 
nungsreaktionen oder enzymatischer Prozesse unter 
Beteiligung Liganden-gekoppelter Molekiile durchge- 
fiihrt wird. 



Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 
bis 6, wobei die gemessenen Molekiile oder Molekiil- 
komplexe ionischer oder nicht - ionischer Natur 
sind . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet , daS die Messung in 
einem iiberlagerten konstanten oder zeitlich 
variierenden elektrischen oder magnetischen Feld 
statt f indet . 

Verfahren gemafi Anspruch 8, wobei die ionischen 
Molekiile oder Molekiilkomplexe eines Probenvolumen 
mit Hilfe eines gleichgerichteten elektrischen 
Feldes oder eines elektrischen Wechself eldes zum 
Durchtritt durch das Mefielement und/oder kurz- 
fristigen Verbleib im MeSelement gezwungen werden. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 8 
und/oder 9, dadurch gekennzeichnet, dafi bei Ver- 
wendung einer elektrischen Molekulfalle der mar- 
kierte Ligand eine geringere oder entgegengeset zte 
Ladung tragt als das zu komplexierende Zielmole- 
kul. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 
bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi die Analyse 
mit einem elektrophoretischen Trennverf ahren ge- 
koppelt wird, urn freie Farbstof f -markierte Ligan- 
den, insbesondere Nukleinsauresonden, von spezi- 
fisch komplexierten Liganden, insbesondere 
Nukleinsaurehybride raumlich zu trennen, wobei 
vorzugsweise Liganden mit mehreren gekoppelten 
Fluoreszenz-Farbstof f en eingesetzt werden. 
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12 . Verf ahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 11, dadurch gekennzeichnet , daS die nachzuwei- 
senden Komplexe aus markiertem Nachweisreagens und 
Analyt und gegebenenf alls freiem Analyt in einem 
ersten Elekt rophoreseschr itt vorkonzent riert wer- 
den und die nachzuweisenden Komplexe in einem 
zweiten Elektrophoreseschrit t in das MeSvolumen- 
element transport iert werden. 

13. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 

bis 12, dadurch gekennzeichnet, daS der lumino- 

phore Ligand und/oder der luminophore Ligandenkom- •* I 

• • • 

plex einen Ext inkt ionskoef f izienten s 30.000 bei ** ** 
r • • • • 

einer Quantenausbeute s 0,1 aufweist und/oder als \ ### * 
chromophorer Ligand ein oder mehrere Farbstoff- 
Oligomere zur Verkurzung der effektiven MeSzeit 
eingesetzt werden . 

14 . Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 13, dadurch gekennzeichnet, daS die MeSkompar- 
timente in einem Arbeitsabstand von s 1000 fim vom 
Ausgangsobjektiv angeordnet sind, wobei das Objek- 
tiv entweder direkt mit dem Probenvolumen in Kon- 
takt steht oder wobei das Probenvolumen durch eine 
optisch durchlassige Folie von der Austrittslinse 
getrennt ist. 

15. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 14, dadurch gekennzeichnet, daS definierte 
Molekiile und/oder Gleichgewicht sgemische von Mole- 
kixlen und/oder kinetische Reaktionsverlauf e in 
mindestens einem Probenvolumenelement analysiert 
werden, wobei im Falle mehrerer Probenvolumen - 
elemente diese auf einem flachigen Trager in zwei- 
dimensionaler Anordnung, insbesondere einer Mem- 
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bran oder Folie und/oder einer Waf er-Oberf lache , 
oder in linearer Weise, vorzugsweise in einem ka- 
pillaren System, angeordnet werden, wobei in be- 
vorzugter Weise die Probenvolumina in oder auf 
natiirlichen oder in vitro modif izierten Zellen 
und/oder in kiinstlich hergestellten vesikularen 
Strukturen vorliegen, insbesondere Vesikel auf 
Basis von Liposomen oder auf Basis loslicher Poly- 
mere mit Vesikel -bildenden Eigenschaf ten . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 15, dadurch gekennzeichnet, daS die einzelnen 
Probenvolumina durch Verwendung eines Mikrodisperi- 
siersystems generiert werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 16, dadurch gekennzeichnet, daS der Zugriff 
auf phanotypisch selektierte Genotypen auf DNA 
oder RNA-Ebene ermoglicht wird durch photochemi- 
sche Markierung entsprechender Mefipositionen, in- 
dem entweder die lokale Position des zugehorigen 
Volumenelementes gekennzeichnet wird, vorzugsweise 
durch Einsatz des zur Phanotyp-Analyse eingesetz- 
ten Lasersystems unter Verwendung photochemisch 
aktivierbarer Substanzen zur optischen Kennzeich- 
nung, oder indem durch photochemisch aktivierbare 
R^agentien, die in loslicher oder Oberf lachen-ge- 
bundener Form mit dem Inhalt des selektierten 
Volumenelementes in Kontakt stehen und mit Struk- 
turelementen des selektierten Genotyps in eine 
stabile chemische Wechselwirkung treten konnen, 
insbesondere durch Psoralenderivate , und iiber eine 
spezifische Bindungsreaktion zu einem gekoppelten 
Strukturelement eine gezielte Abtrennung des 
selektierten Genotyps ermoglicht, insbesondere 
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aktivierbare Substanzen, die mit Ol igonukleot iden 
oder Biotin oder Avidin oder Streptavidin oder 
Oligopeptide oder Metallkomplexbildner oder Kombi- 
nationen davon verknupft sind. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 17, dadurch gekennzeichnet , dafi in einem 
Screening pharmakologisch potentiell aktive Sub- 
stanzen liber die Wechselwirkung mit spezifischen 
Rezeptoren analysiert werden, indem die Wechsel- 
wirkung mit der Bindung eines Lumineszenz-markier- 
ten Liganden an Rezeptoren untersucht wird, wobei 
sowohl natiirliche Rezeptoren auf ihren Tragerzel- 
len eingesetzt werden oder Rezeptoren auf Rezep- 
tor-iiberexprimierenden Tragerzellen oder Rezep- 
toren in Form exprimierter Molekiile oder Molekul- 
komplexe . 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dafi bei der Ana- 
lyse auf Wechselwirkung potentieller Wirkstoffe 
mit spezifischen Rezeptoren und einem bestimmten 
markierten physiologischen Liganden mindestens 
zwei Rezeptortypen eingesetzt werden, deren diffe- 
rentielles Bindungspotential iiber interf erierende 
Bindung von Varianten und einem markierten natur- 
lichen Liganden ermittelt wird. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 19, dadurch gekennzeichnet, dafi bei der Ana- 
lyse der Wechselwirkung potentieller Wirkstoffe 
mit spezifischen Rezeptoren oder intrazellularen 
Substanzen von lebenden Zellen in einem Probe- 
volumen die Zellen mehrheitlich teilungsf ahig oder 
stof f wechselaktiv bleiben. 
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Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 20, dadurch gekennzeichnet , daS die potentiel- 
len Wirkstoffe zum Nachweis von spezifischen Er- 
kennungsreaktionen in komplexen naturlichen, syn- 
thetischen oder halbsynthetischen Gemischen vor- 
liegen und diese vor der Analyse einer chromato- 
graphischen Trennung unterworfen werden, wobei 
vorzugsweise ' der in der spezifischen Erkennungs- 
reaktion konkurrierende markierte Ligand den ge- 
trennten Fraktionen nach der chromat ographi schen 
Trennung zugesetzt wird und nachfolgend die Kon- 
kurrenzreaktion bei der spezifischen Wechselwir- 
kung mit einem Zielmolekiil analysiert wird. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, dafi anstelle der 
Chromatographie-Einheit eine Probengabe-Einheit 
eingesetzt wird. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 22, dadurch gekennzeichnet, daS mit mindestens 
einer markierten Nukleinsaure-Sonde die Art und/ 
oder Anzahl homolog komplementarer Nukleinsaure- 
molekule in einem Probevolumen iiber Hybridisierung 
analysiert wird, wobei die Sonden-gekoppelten 
Farbstoff marker entweder bevorzugt nicht mit einer 
moglichen Sekundarstruktur der Sonde in Wechsel- 
wirkung tritt oder vorzugsweise zur spezifischen 
Interkalation fahig sind und dabei ihr spektrales 
Fluoreszenzverhalten andern, insbesondere durch 
Verwendung substituierter Thiazol-orange Farb- 
stoffe. 

Verfahren gemaS Anspruch 23, dadurch gekennzeich- 
net, daS als markierte Sonden zum Nachweis von 




- 109 - 

Nukleinsauren vor zugsweise einzels t rangige 
Nukleinsauren als UberschuEkomponenten mit einer 
bestimmten Polaritat ((+) oder (-)Strang) in Form 
synthet ischer oder zellularer RNAs oder DNAs ein- 
gesetzt werden. 

25. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 23 
und/oder 24, 'dadurch gekennzeichnet , daS die Reak- 
tionsgeschwindigkeit der Komplexbildung in der 
Hybridisierung beschleunigt wird, indem der Assay 
in einem Milieu durchgefiihrt wird, das chaotrope 
Salze enthalt, und/oder organische Losungsmittel , 
insbesondere Phenole . 

26. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 23 
bis 25, dadurch gekennzeichnet, daS der Grad der 
Komplementaritat der hybridisierenden Nukleinsaure 
uber die thermodynamische Stabilitat des Komplexes 
analysiert wird. 

27. Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 23 
bis 26, dadurch gekennzeichnet, daS der Nachweis 
einer komplementaren Nukleinsaure iiber die Verwen- 
dung eines internen Standards quantif iziert wird, 
wobei der interne Standard sich in mindestens 
einer Punktmutat ion von der Sequenz der zu quant i- 
fizierenden Nukleinsaure unterscheidet und die 
Analyse bei einer Temperatur durchgefiihrt wird, 
bei der die unterschiedlichen Konf ormationen der 
Komplexe aus Sonde mit internem Standard und Sonde 
mit dem zu analysierenden Nukleinsauremolekiil sich 
in Hinblick auf. die Translationsdif fusion und/oder 
die Rotationsdif fusion des Farbstof f molekiils 
unterscheidet . 



* • • • 



• • • » 
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Verfahren gemaS tnindest ens einem der Anspruche 1 
bis 27, dadurch gekennzeichnet , dag die Sensitivi- 
tat fur eine Komplexbildung mit Farbstof f -markier- 
tem Liganden durch Erhohung der effektiven Asso- 
ziat ionsgeschwindigkeit gesteigert wird, indem dem 
Reakt ionsmedium spezifische Reaktanden zugesetzt 
werden, die das effektive Reaktionsvolumen ver- 
kleinern und/oder die Hydrathiille um die Reaktan- 
den verandern und/oder durch Phasentrennungen zur 
effektiven Konzentrierung der Reaktanden fuhren, 
insbesondere durch Einsatz von Polymeren und/oder 
Oligomer en, vorzugsweise Polyethylenglykolen, 
Dextranen , Proteinen , Polyvinylpyrrol idori , 
chaotropen Reagentien, organischen Losemittel. 

Verfahren gemafi mindestens einem der Anspruche 1 
bis 28, dadurch gekennzeichnet, daS der nachzuwei- 
sende Komplex durch mindestens einen weiteren 
Liganden, der bevorzugt im UberschuS zugegeben 
wird, zur Reakt ion gebracht wird, um den GroSen- 
und/oder Formunterschied zwischen Nachweisreagens 
und nachzuweisenden Komplex mit dem Analyten zu 
erhohen . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 29, dadurch gekennzeichnet, dafi die Spezifitat 
der Nachweisreaktion dadurch vergroSert wird, daS 
die Bildung eines mindestens ternaren Komplexes 
mit einer Kombination von Nachweisreagentien, vor- 
zugsweise im UberschuS gegenuber dem Analyten, 
durchgefuhrt wird, wobei mindestens ein Nachweis- 
reagens mit mindestens einem Farbstof f liganden 
markiert ist, dessen Emissionswellenlange zur An- 
regung eines Fluoreszenzf arbstof f es an einem zwei- 
ten Nachweisreagens geeignet ist, der mindestens 



als Monomer gekoppelt ist und dessen Fluoreszenz 
nachgewiesen wird . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 30, dadurch gekennzeichnet , da£ mindestens 
zwei Analyten nebeneinander in einer Probe in 
einem Assay analysiert werden durch Reaktion von 
zwei unterschiedlichen Nachweisreagent ien , die mit 
mindestens zwei voneinander unabhangigen und 
unterschiedlichen Farbstoffen markiert sind und 
entweder mit Licht unterschiedlicher Wellenlange 
angeregt oder durch Licht unterschiedlicher Emis- 
sionswellenlange unabhangig registriert werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 31, dadurch gekennzeichnet, daS ein bestimmter 
Analyt gleichzeitig mit mindestens zwei Nachweis- 
reagenzien komplexiert wird, die jeweils mit min- 
destens zwei optisch unterscheidbaren Fluoreszenz- 
molekiilen markiert sind, wobei die gleichzeit ige 
Komplexbildung entweder iiber die Bildung eines 
Energie-Transf er-Komplexes nachgewiesen wird und/ 
oder iiber die zeitliche Korrelation der Signale 
unterschiedlicher Wellenlange der Anregung und/ 
oder Emission nachgewiesen wird. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspruche 1 
bis 32 dadurch gekennzeichnet, daS Proben auf Ge- 
mische von Vesikelstrukturen analysiert werden, 
insbesondere auf Lipid- tragende Vesikel, insbeson- 
dere Vesikel vom Typ VLDL, LDL und/oder HDL, indem 
die Vesikel mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern 
angefarbt werden und/oder, indem fluorophore Mar- 
kermolekule spezifisch und fest in die Vesikel- 
strukturen inkorporiert werden. 



Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 33, dadurch gekennzeichnet , daS Produkte einer 
in vitro-Proteinbiosynthese auf spezifische Binde- 
eigenschaf ten oder enzymatische Eigenschaf ten ana- 
lysiert werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 34, dadurch gekennzeichnet, daS oligo- oder 
Polymer-Verteilungen auf mittlere Translationsdif - 
f usionskoef f izienten und/oder mittlere Rotations- 
dif f usionskoef f izienten und ihre jeweiligen Halb- 
wertsbreiten in der Verteilung analysiert werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 3 5 dadurch gekennzeichnet, daS in einem immo- 
bilisiert strukturierten Probenvolumen, vorzugs- 
weise bestehend aus fixierten Zellen oder Zell- 
assoziaten, Gewebe, Organellen, Gelstrukturen und 
anderen 3D-kompartimentierten Probenvolumina, meh- 
rere Volumenelemente beziiglich der Dynamik oder 
Reakt ionskinet ik bestimmter Molekiile erfaSt wer- 
den, wobei die Ortskoordinaten der Volumenelemente 
ebenfalls erfaSt werden und anschlieSend die 
Volumenelemente zu einem zwei- oder dreidimensio- 
nalen Bild zusammengeset zt werden. 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 36, dadurch gekennzeichnet, daS die Komplex- 
bildung zwischen Rezeptormolekiilen und moglicher- 
weise in einer Probe vorhandenen Liganden in Kom- 
petition . mit Farbstof f -markierten Liganden in 
Losung oder unter Einbeziehung von Festphasen-ge- 
koppelten Molekiilen oder unter Einbeziehung von 
Zell-assoziierten Molekiilen analysiert wird, wobei 
die biologischen Proben in Folien vorgelegt wer- 



den, so daS die zu analysierenden MeSkompart imente 
in einem bevorzugten Abstand von maximal 1000 /xm 
analysiert werden . 

Verfahren gemaS mindestens einem der Anspriiche 1 
bis 37, wobei Kit-Systeme verwendet werden, die 
fur Assays zur Erfassung der Fluoreszenz -Depolari - 
sation entwickelt wurden. 

Verwendung eines Verfahrens gemaS Anspruch 3 6 zur 
zwei- oder dreidimensionalen Abbildung dynamischer 
Prozesse oder reaktionskinetischer Prozesse in 
einem dreidimensional strukturierten Probevolumen, 
vorzugsweise bestehend aus fixierten Zellen oder 
Zellassoziaten, Geweben, Organellen, Gelstruktu- 
ren . 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 39 , zur in situ-Analyt ik von 
Oberf lachen-f ixierten Praparaten, insbesondere von 
makromolekularen Komplexen wie Chromosomen, Trans - 
kriptionskomplexen, Translationskomplexen oder 
Zellen oder Gewebestrukturen mit dem Ziel der 
Lokalisation bestimmter Zielmolekule und/oder der 
raumlichen Korrelation zu Ref erenzposit ionen, vor- 
zugsweise durch die Verwendung von mindestens zwei 
erf indungsgemaS markierten Liganden. 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspriiche 1 bis 38, zur Bestimmung der Reak- 
t ionsef f izienz einer spezifischen Stof f umwandlung 
oder einer Bindungsreaktion eines Farbstoff -Ligan- 
den- tragenden Molekiils, indem zu bewertende 
Volumenelemente simultan oder sequentiell Reak- 
tionsbedingungen ausgesetzt werden und nach defi- 
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nierter Reakt ionsdauer eine Analyse der Reaktions- 
produkte durchgefiihrt wird. 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur qualitativen und/oder 
quantitat iven Erfassung spezifischer Molekiile und/ 
oder Molekulkomplexe und/oder der molekularen Um- 
gebung der Molekiile und/oder Molekulkomplexe, ins- 
besondere die Messung und/oder Bewertung physio- 
logisch aktiver Rezeptoren, insbesondere Ober- 
f lachenrezeptoren oder die Bewertung Rezeptor-bin- 
dender Liganden oder Ligandenkomplexe . 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38 als Alternative zu Radio- 
immunoassays oder Enzymimmunoassays , indem die 
kompetitive Bindung eines gesuchten Molekuls mit 
einem Luminophor-tragenden Liganden an. ein Rezep- 
tormolekul gemessen wird. 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur Analyse komplexer 
Molekulkollektive wie replikativer Molekiile, ins- 
besondere Nukleinsauren und davon abgeleiteteter 
Proteine oder Peptide, komplexer chemischer Reak- 
tionsprodukte, komplexer Systeme von Synthesepro- 
dukten aus chemischen Reaktionen oder komplexer 
Gemische von Sekundarmetaboliten als zellularer 
Syntheseprodukte . 

Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, wobei die Analyse kom- 
plexer Substanzgemische on line mit einer analyti- 
schen Fraktionierung erf olgt . 
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46. Verwendung des Verfahrens gemaS mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 38, zur Bestimmung der Beweg- 
lichkeit von Molekiilen, Molekiil -Komplexen oder 
Zellen, insbesondere von Spermien, monozytaren 
Zellen, kontraktilen Elementen, aktiv oder passiv 
transportierten Molekiilen und Membranmolekulen . 

47. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaS 
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3 8 mit einer 

an sich bekannten Mikroskopopt ik fur die Laser- ".I* 
fokussierung zur Fluoreszenzanregung in einem * ## .. # 
kleinen Mefikompart iment einer sehr verdiinnten • 
Losung und zur Abbildung des emittierten Lichtes 
in der nachf olgenden Messung durch konfokale Ab- 
bildung, wobei mindestens eine Optik hoher numeri- - - 
scher Apertur von vorzugsweise a 1,2 N.A. einge- 
setzt wird, die Lichtmenge durch eine konfokale 
angeordnete Lochblende in der Objektebene nach dem 
Mikroskopobj ektiv begrenzt wird und/oder das MeS- 
kompartiment in einem Abstand bis zu 1000 ptm vom 
Beobachtungsobj ektiv entfernt posit ioniert ist. 

48. Vorrichtung nach Anspruch 47 zur Erzeugung einer 
Beugungslimitierenden Fokussierung eines Laser 
strahls mit einer MeSsignalerzeugenden Einheit und 
einer Beobachtungseinheit , wobei auf der MeSsig- 
nalerzeugenden Seite eine Einrichtung (20) zur 
Vorf okussierung eines Laserstrahls (21) eines di- 
chroitischen Spiegels (30) im Strahlengang des 
Lasers zur Ablenkung des Laserstrahls (21) , der 
durch eine weitere Linse (40) in die Probe fokus- 
siert wird, vorgesehen sind und die Beobachtungs- 
einheit Photonenzahleinrichtungen (52) , eine 
Korrelatoreinrichtung (71) , eine Vielkanal-Scaler- 
Einrichtung (72) vorsieht und das MeSsignal gege- 
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benenfalls computergestiit z t bearbeitet und/oder 
ausgewertet wird. 

49. Vorrichtung nach Anspruch 48, wobei die Einrich- 
tungen (20) zur Vorf okussierung mit einer Linse 

(22) und einer Mikroskop-Opt ik ent sprechenden An- 
ordnung (23) versehen ist, wobei ein kollinierter 
Laserstrahl (21) durch eine Linse L auf die Bild- 
ebene B 1 fokussiert und durch die Anordnung (23) s 

m • • • 

auf die Bildebene B 2 ( Zwischenbild) fokussiert •••• 
wird. 

• • • • 

50. Vorrichtung nach Anspruch 49, wobei die Anordnung ; ; 

• • • • 

(23) mit einer wechselbaren Linsenanordnung ver- •••< 
sehen ist zur Variation des Durchmessers des vor- 
fokussierten Laserstrahls (21) . 

51. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 48 
bis 50, wobei eine Detektionseinheit aus zwei 
Detektoren (53, 54) gebildet wird, mit Strahlen 
teiler (60) , der das aus der Probe emittierte 
Licht (55) auf die Detektoren (53,54) verteilt . 

52.. Vorrichtung nach Anspruch 51, wobei der emittierte 
Lichtstrahl (55) vor den Detektoren (53,54) je- 
weils Abbildungslinsen (56,57) und Filterelemente 
(58,59) passiert. 

53. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 48 
bis 52, wobei die Detektoren (53,54) Licht unter- 
schiedlicher Wellenlangen detektieren. 



54. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 48 
bis 53, wobei ein oder mehrere Detektorelemente 



gegebenenf alls in Form eines Detektor- Arrays in 
der Bildebene plaziert werden. 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 48 
bis 54, wobei im Strahlengang (55) eine Lochblende 
(50) angeordnet ist. 

Vorrichtung nach mindestens einem der Anspriiche 4 7 
bis 55, dadurch gekennzeichnet , daS zwei Objektive 
verwendet werden, die einen Winkel > 90° zueinan- 
der bilden. 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspruche 
47 bis 56, dadurch gekennzeichnet, daS als Licht- 
quelle kont inuierliche Laser mit emitt ierenden 
Wellenlangen > 200 nm einge setzt werden, insbe- 
sondere Argon-, Krypton-, Helium-Neon-, Helium- 
Cadmium-Laser oder hochfrequent gepulste Laser a 
2 0 MHz mit einer Leistung a .0,5 mW. 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspruche 
4 7 bis 57, dadurch gekennzeichnet, daS Einrichtun- 
gen fur die Einzelphotonenzahlung, wie Lawinen- 
diodendetektoren, im Strahlengang des emittierten 
Lichtes angeordnet sind, vorzugsweise in der Ebene 
der Lochblende, zur Registrierung des emittierten 
Lichtes, und wobei die Signalanalyse durch einen 
digitalen Korrelator oder Vielkanalzahler erf olgt . 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspruche 
4 7 bis 58, dadurch gekennzeichnet, daS das MeSkom- 
partiment in einem Probenvolumen zwischen zwei 
Kapillaren fixiert wird, wobei die Kapillaren auf 
der AuSenseite mit einer chemisch inerten, leit- 
fahigen Beschichtung versehen sind, insbesondere 
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einer Metallbedampf ung, insbesondere einer Goldbe- 
dampfung auf einem Chromgrund und wobei die leit- 
fahigen Beschichtungen mit einem Rechner-geregel- 
ten gleichgerichteten Feld oder einem elektrischen 
Wechselfeld verbunden sind und iiber das Mefikompar- 
timent leitend miteinander verbunden sind. 

Vorrichtung 'gemaS mindestens einem der Anspriiche 
47 bis 59, dadurch gekennzeichnet , daS zwei einan- 
der gegenuberstehende Mikroskopopt iken das MeEkom- 
part iment einschlieSen . 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 
47 bis 60, dadurch gekennzeichnet, dafi sie mit 
einer elektrophoretischen Zusatzvorrichtung kombi- 
niert wird, enthaltend mindestens eine Elektro- 
phoresezelle mit (1) mindestens einer Offnung fur 
die Zugabe/Entnahme der zu analysierenden Probe 
und/oder . einer Waschlosung, (2) Wand-Elektrode , 
(3) Ring-Elektrode, (4) Neher-Kapillare , (5) Elek- 
trode an der Kapillarspitze , (6) Tropf en-Austritt . 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 
47 bis 61, dadurch gekennzeichnet, daS die elek- 
trische Falle durch eine Quadrupol -Element mit 
mindestens vier Elektroden, vorzugsweise Nadel- 
Elektroden oder auf gedampf ten Elektroden in einer 
Waf er-Konf iguration, wobei vorzugsweise ein Loch 
< 1 mm umsaumt wird, aufgebaut ist, vorzugsweise 
in Kombination mit mindestens zwei weiteren Elek- 
troden in mindestens einer Sextupol -Anordnung, 
wobei vorzugsweise das Quadrupol -Element mit einer 
Wechselspannung versorgt wird und die Sextupol - 
Elektroden mit einer Gleichspannung angesteuert 



werden, die der ladung der zu analysierenden Mole- 
kiile entgegengerichtet ist . 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 
4 7 bis 62, dadurch gekennzeichnet, dafi die Folie 
zur Aufnahme der Proben durch eine molekulare 
Derivatisierung spezif ische Bindungseigenschaf ten 
fur Molekule aufweist, insbesondere in Form von 
Ionenaustauscher-Liganden oder Af f initatsliganden, 
insbesondere Oligopeptide, Polypeptide, Proteine, 
Antikorper oder Chelatbildner , insbesondere Imino- 
diessigsaure- oder Nitrilotriessigsaure-Liganden, 
insbesondere Folien, die ortsspezif isch unter- 
schiedliche Molekiilstrukturen unterschiedlicher 
Bindungsspezif itat als Liganden aufweisen. 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 
4 7 bis 63, dadurch gekennzeichnet, daS das Proben- 
volumen auf einer zwei- -oder dreidimensional 
steuerbaren Probenauf nahme- Vorrichtung f ixiert 
ist, wobei die Probe vorzugsweise durch den Ein- 
satz zwei- oder dreidimensionaler Piezo-Triebe in 
bestimmten Raumkoordinaten relativ zur MeSoptik 
fixierbar ist. 

Vorrichtung gemaS mindestens einem der Anspriiche 
47 bis 64, dadurch gekennzeichnet, daS die Vor- 
richtung mit einer Einrichtung ausgestattet ist, 
die den Laserstrahl in definierten Koordinaten 
ablenkt und/oder die Position der Fokussierung 
definiert festlegen kann. 

Verfahren zur Detektion und/oder Identif izierung 
einzelner Mikroorganismen, insbesondere Bakterien, 
suspendierte Zellen oder Viren, wobei als Konfiri- 



kations-Merkmal spezifische Wechselwirkungen oder 
enzymatische Aktivitaten Fluor eszenz -markierter 
Zielmolekule mit oberf lachenexprimierten Struktur- 
elementen natiirlicher oder genetisch rekombinier- 
ter Membranproteine detektiert werden. 

Verwendung des Verfahrens gemate Anspruch 66 zur 
Detektion uhd praparativen Gewinnung mindestens 
eines spezifischen Gens eines Mikroorganismus , 
dessen mindestens ein Genprodukt auf der inneren 
oder auSeren Membran oder Hulle prasentiert ist. 

Verwendung des Verfahrens gemaS Anspruch 6 6 zur 
Funktionsbestimmung von Genprodukten definierter 
Gensegmente . 

Verfahren gemaS Anspruch 1 zur Identif izierung von 
einem oder wenigen Molekiilen in mehreren kleinen 
Volumeneinheiten, dadurch gekennzeichnet , daS meh- 
rere kleine Volumenelemente als MeSvolumen aus 
einem gemeinsamen groSeren oder mehreren kleinen 
Anregungsvolumen analysiert werden und/oder zeit- 
lich auf einanderf olgend mit oder ohne Veranderung 
der Raumkoordinaten des oder der MeSvolumen inner- 
halb der Probe analysiert werden. 

Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens unter 
Verwendung eines Multiarray-Detektors mit einer 
Optik zur Ausleuchtung eines alle oder mehrere 
MeSvolumen umfassenden Anregungsvolumens oder 
einem optischen System zur parallelen Ausleuchtung 
mehrerer Anregungsvolumina . 
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Zusammenfassung 

Verfahren zur Ident if izierung von einem oder wenigen 
Molekiilen, insbesondere in einer Verdiinnung von < 1 /iM, 
durch Verwendung der Laser-angeregten FCS mit MeSzeiten 
<; 500ms bei kurzen Dif f usionswegen der zu analysieren- 
den Molekule, wob'ei die Messung in kleinen Volumenein- 

heiten von vorzugsweise <s 10" 14 1 durchgefuhrt wird, „ , ^ 

• • • • 

durch Bestimmung stof f spezif ischer Parameter, die durch •••• 
Lumineszenzmessungen an zu untersuchenden Molekiilen er- *••••* 

mittelt werden. t • 

• • • • 

• • • • 

Die zur Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Verfahrens .... 
bevorzugt einsetzbare Vorrichtung ist eine an sich be- 
kannte Mikroskopoptik fur die Laserf okussierung zur 
Fluoreszenzanregung in einem kleinen MeSkompartiment 
einer sehr verdiinnten Losung und zur Abbildung des 
emittierten Lichtes in der nachf olgenden Messung durch 
konfokale Abbildung, wobei mindestens eine Optik hoher 
numerischer Apertur a 1,2 N.A. eingesetzt wird, die 
Lichtmenge durch eine konfokale angeordnete Lochblende 
in der Objektebene nach dem Mikroskopob j ekt iv begrenzt 
wird und das MeSkompartiment in einem Abstand zwischen 
0 und 1000 /xm vom Beobachtungsob j ektiv entfernt posi- 
tioniert ist. 
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FCS - Markierung der 
selektierten Genotypen 



Laser - beam II / 
Photoaktivierung 



Photo-aktlvierte 
Markierung der 
positiv slektierten 
Volumenelemente 
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a) physikalischer Zugriff auf optisch markierte 
Volumenelemente 



b) Licht-induzierte Verknupfung der Nukleinsaure 
selektierter Volumenelemente mit Affinitatsliganden 

- an der Trageroberflache 

- mit loslichen Liganden 



Preparation der DNA/RNA von 
FCS-selektierten Genotypen 



Gemisch aller Nukleinsauren nach der Phanotyp-Bewertung: 



Plasmid DNA UberschuB aus nicht markierten 

zeliuiare DNA Volumenelementen 
r-/t-/mRNA 



Plasmid DNA 
zeliuiare DNA 
r-/t-/mRNA 
(enthaltend 
Sequenzen mit 
selektierter 
Phanotyp 
Kodierung) 



UnterschuB aus markierten 
Volumenelementen, in denen 
Affinitatsliganden (L) photochemisch 
(Laser-induziert) an die im jeweiligen 
Volumenelement vorhandenen 
Nukleinsauren gekoppelt wurden. 



N. a. — L — B - - S 




t 

cDNA-Synthese oder 
enzymatische Ampiifikation 



N. a.; Nukieinsaure. 

U Ligand mrt spezifischer Nukleinsaureaffinrtat, der sich photochemisch kovalent 
und vorzugsweise reversibel mit einer Nukieinsaure koppeln laBt (z.B. ein Psoralen- 
Derivat). Der Ligand ist vorzugsweise mit einem Substituenten verknDpft, der die 
nachfolgende Anreicherung der Nukleinsauren ermoglicht. Dies konnen 
beispielsweise hydrophobe Substituenten sein, urn Nukleinsauren 
chromatographisch uber reversed phase-Chromatographie zu reinigen. Fur die 
Affinitatschromatographie bieten sich Substituenten wie Biotin an (B), so daS sich 
die Nukleinsauren uber (Strept-)Avidin-KompIexierung (S) mit entsprechend 
modifizierten Magnetobeads (M) oder Oberflachen anreichem lassen. 
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FLUCS-Analyse komplexer 
Substanzgemische nach 
chromatographischer Trennung in 
Fraktionen 
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MikrokapHIaren mit 

eingeschlossenen 

MeSvolumeneiementen 
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Laser-Korrelations-Mikroskop 



Verstarker/ Diskriminator 



Photo- 
Multiplier 
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Halbdurchlassiger 
Spiegel 
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Auswahl moglicher Assays 
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FIG . 13 
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Bestimmung des Dissoziationsverhallens von kcrnpfsxen in 
parallel gefuhrteri Experimenter! durch FCS 
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Verschiedene erfindungsgernaBe 
Ausfiihrungsformen der elektrischen Falle 



(a) 




a, b, c, d als Quadrupol-Elektroden (Metal I - 
beschichtete Neher-Spitzen oder Metall- 
bedampfte Elektroden auf Mikrostrukturen 
auf flachigen Probentragern (Silikon, Glas 
und andere Basismaterialien). 
e, f als Sextupol-EIektroden (z.B. als Metall- 
bedampfte Austrittslinse eines oder zweier 
Objektive. 

Die Justierung erfolgt uber x, y, z- 
Justierung. 




Verwendung flachiger Trager mit geatzten 
Elektrodenkanalen (oder LIGA-Technik- 
hergestellten Formen), iiber die geladene 
Molekule in ihrer Bewegung im 
elektrischen Feld gesteuert, zugefuhrt oder 
abgezogen werden konnen. Die 
Bodenplatten zu e und f konnen als 
Sextupolelektroden beschichtete Objektive 
sein oder Metall-bedampfte Abdeckungen. 




Elektrode +/- 0-1 00 V 



Kapillare mit 
Probevolumen 
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Verwendung von (b) in Kombination mit 
einem Probengebersystem, bestehend aus 
einer Kapillare aus mineralichen 
Materialien (z.B. Glas, Slicium etc. oder 
Kunststoff z.B. Teflon) zur groBvolumigen 
Probenaufnahme mit Elektrode am 
Kapillarenende (ca. +/- 0-100Volt) und mit 
Sammelelektrode auf Erdpotential (0 Volt). 



Sammelelektrode mit Erdung (Potential 0 Volt) und Pinhole 
zum Durchtritt von lonen in das Quadrupol-Feld. 



Molekuldetektion 



(a) 



7" 




Wenn sich Zielmolekiile innerhalb des 
Quadrupol- oder Sextupolfeldes befinden 
lassen sich durch ein zufalliges 
Wechselfeld uber die Elektroden a, b, c, d 
die Molekule in erzwungene Bewegungen 
versetzen. Sie werden somit 
erfindungsgemaB zahlbar. 



(b) 




Ein Molekul wird durch einen . 
Mehrelement-Detektor in seioeC 
Lage in der Falle erkannt. Durctt 
aktive Ruckkopplung wird das * 
Quadrupol/Sextupol-Feld so # # 
gestellt, daB das Molekul in • m ; 
einem bestimmten Flachen-/ 
Volumenelement in seiner Lags 
f ixiert wird. 



• • • 
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Kleine Anregungsvolumma (a) unci 
kleine MeGvolumina (b) und kleine 
Volumina bei parallelen Messungen (c) 



(a) 



MeBvoIumen 



Anregungsvolumen 




Ausschnitt aus elnem 
AnregungslichtbUndel ohne 
Vorfokussierung mit 
erfindungsgemaBer 
Abbildung eines klelnen 
MeBvoIumens durch eine 
Lochblende. Berelch der 
Photoinaktivlerung von 
Fluoreszenzrnarkern vor 
Eintrltt in das MeBvoIumen. 

ErfindungsgemSBes 
kleines MeBvoIumen 



Ceff = c Fluoreszenz;marker c eff < c Fluoresz$nzmarker 



(b) 




Ausschnitt aus einem 
Anregungsiichtbiindel mit 
Vorfokussierung mit 
erfindungsgemaBer 
Abbildung eines kleinen 
MeBvoIumens durch eine 
Lochblende (3D-Gauss- 
Volumen), 

ErfindungsgemaBes 
kleines MeRvoIumen 



c eff = c Fluoresz©nzmarker c eff * c Fluoreszenzmarker 



(c) 




Ausschnitt aus parallel 

elngestrahlten 
AnregungsHcbtbundeln mit 

Vorfokussierung mit 
erfindungsgemSBen 
AbbiWungen kieiner 
MeBvolumina bzw. zeltlich 
aufeinanderfolgenden 
Ausleuchtungen und 
Messungen 
unterschiedHcher 
Volumenelementen mit 
unterschiedllchen 
Raumkoordinaten im 
Probevolumen. 
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FCS - Fitness Bestimmung von Mutanten 



Emittierte 
Fluoreszenz 




Laser-Strahl 



• Molekul-Detektion 

• Konzentration 

• Gleichgewichtskonstantc 

• Geschwindigkeits- 
konstante 

• Produkt-Bestimmung 

• Mobilitatsassay 

• Konformationsanderung 




• Folie 

• Kapillarwandung 

• Wafer 

• etc. 



Querschnitt 




100- 1000 p.m 



10" 14 -10- 16 ! 
Volumen-EIement 



Schutzmatrix 
• Gasphase 

• hydrophobe Flussigkeit 

• Lipidmantel 

• potymere Matrix 



waBrige Probe mit 
(nicht-) adressierter 
Position 

• Tropfchen 

• Zelle 

• Vesikel 

• Gelpore 

• Kapillarsegment 

• AFFYMAX-Element 

• etc. 



Chemische 
Beschichtung 

• Metallchelat 

• lonenaustauscher 

• photoreaktiver 
Ligand 
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Detektion von Molekulen 

an stationaren Strukturen 

durch relative zeitliche Veranderung der 

Ortskoordinaten des MeBvolumens 



Laserstrahl 



konfokal 

abgebildetes 

MeBvolumen 




I 

Einzelmolekul-Detektion in der 
elektrischen Falle 



Detektor 2 



konfokale Optik 
groBer Apertur 



Laser 
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Mikrokapillaren mit 
auBen aufgebrachter 
Chrom/Gold- 
Bedampfung fixleren das 
Probenvolumen mit 
eingeschlossenem 
MeBvolumen 



Laser 



Detektor 1 



FIG. 6 



